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RESUMEN

Se evalúo si el estadio del ciclo estral ovino, afecta la calidad del embrión bovino al
colectarlos al séptimo día después de haber sido cultivados; El experimento se realizo
utilizando los oviductos ovinos como medio de cultivo in vivo, se tuvieron en cuenta dos
grupos diferentes, en el grupo A, las hembras ovinas se encontraban en estro por medio de
la previa sincronización de las mismas, y el grupo B, se encontraban en diestro,
sincronizando este grupo 10 días antes, lo que garantiza que se encuentren en una fase
luteal, el grupo control fue los embriones del grupo B. Al colectar los embriones al día siete,
se evaluó la calidad, para ver qué grupo favorecio más el desarrollo embrionario. Como
resultado se obtuvo en el grupo estro, en la oveja No.1 0 (0%) de embriones tanto
recolectados como trasferibles, en la oveja No. 2, 15 (35.7%) embriones recolectados,
1(2.3%) trasferible, en el grupo de diestro en la oveja No.1, 1(2.3%) embrión recolectado, y 0
(0%) trasferibles, en la oveja No. 2, 18 (42.8%) recolectados, 3 (7.1%) trasferibles, los datos
se evaluaron estadísticamente con el t-test, y el ANOVA, no se encontraron diferencias
significativas, aunque cuantitativamente, los resultados de diestro arrojaron embriones de
mejor calidad y mayor cantidad.
Palabras clave: Oviducto, cultivo in vivo, ciclo estral, embriones bovinos
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ABSTRACT

We assessed if the sheep estrous stage affect the quality of bovine embryos , to check that
we evaluated this development at the seventh day after those embryos have been grown;
The experiment was made using the sheep oviducts as in vivo culture medium, were taken
into account two different groups, in the group A the ewes were in estrous because of the
previous synchronization that they were subject, and in the group B they were in estrus by
previous 10 days synchronization, which ensures that they were in luteal phase, the control
group were the embryos of group B. At the time of collecting the embryos at day seven, we
evaluated the quality of the embryos to establish which group it is better for embryonic
development. Among the results we obtain in estrus group the following outcome, in the
sheep No. 1, 0 (0%) embryos both collected and transferable, in the sheep No. 2, 15 (35.7%)
collected embryos, and 1(2.3%) transferable embryos. In contrast to the results which come
across in diestrus group where found in the sheep No. 1, 1(2.3%) collected embryos, and 0
(0%) transferable embryos, in the sheep No. 2, 18 (42.8%) collected embryos and 3 (7.1%)
transferable embryos. The data were statistically evaluated with T- test and ANOVA, where
differences were not significant, although quantitatively the results of diestrus group yielded
embryos of better quality and greater quantity.
Key words: Oviduct, in vivo culture, estrous cycle, bovine embryos

xv
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia del periodo estral de oviductos ovinos usados en el cultivo in vivo, en
la calidad de los embriones bovinos.

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS





Reconocer las ventajas que ofrece el uso de un ambiente natural, sin la intervención
de medios artificiales para el desarrollo de embriones bovinos.
Determinar el porcentaje de embriones aptos para implantación que se obtienen al
día séptimo después del cultivo in vivo en el oviducto ovino.
Establecer el costo de la utilización de los cultivos in vivo como alternativa para el
desarrollo de embriones bovinos.
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1. MARCO TEÓRICO

2.1 LA OVEJA

En muchos países alrededor del mundo las ovejas tienen una marcada importancia en la
industria ganadera, debido a ello se evidencia el avance tecnológico que ha sido útilmente
aprovechado permitiendo así
la importación de animales en forma de embriones
congelados, como por ejemplo la gran cantidad de ovejas que han sido transferidas en
países como Australia y Sudáfrica.
El desarrollo de los métodos de cultivo para los embriones de animales de granja ha sido un
objetivo primordial de investigación básica y aplicada en los últimos 30 a 40 años. En el
mismo período de tiempo los métodos para la maduración de los oocitos y la fecundación in
vitro (IVF) se han desarrollado en varias especies. Por el contrario, el establecimiento de
medios de cultivo embrionario ha requerido significativamente más tiempo y esfuerzo debido
a la búsqueda del sistema de cultivo ideal, el cual en diferentes especies esta aun en curso.
Por esta razón el oviducto sustituto de ovejas, ha proporcionado una vía adecuada para
superar la limitación de los métodos in vitro y también una forma de comprender la respuesta
temprana del embrión a los diferentes medios, contribuyendo a la optimización progresiva de
los medios de cultivo de embriones (Lazzari et al., 2009).
La idea del cultivo de embriones en el oviducto sustituto de la oveja fue pionera en la década
del 50 en la Estación de Investigación Animal en Cambridge, Inglaterra con el propósito de
transportar embriones de oveja a larga distancia (Hunter et al., 1962). En un experimento los
embriones de una oveja cuya cantidad no describen en el documento, fueron transferidos en
el oviducto sustituto de una coneja y transportados en avión desde Gran Bretaña a Sudáfrica
durante un período de 101 a 128 horas (Hunter et al., 1962; Lazzari et al., 2009). A la
llegada, los embriones fueron recuperados del oviducto de la coneja y fueron transferidos a
las ovejas receptoras sincronizadas, obteniendo como resultado cuatro corderos vivos. En
aquellos días, el receptor sustituto de la elección fue la coneja debido a su facilidad de
manejo y transporte.
En la década de los 70s, el cultivo temporal en xeno-oviducto se aplicó por primera vez no
con el propósito de transporte a larga distancias, sino con el objetivo de lograr el cultivo de
embriones bovinos, probando su viabilidad después de la recuperación desde los oviductos
ovinos y de coneja, y la definitiva transferencia (Lazzari et al., 2009).
Para probar la viabilidad del IVC, se realizaron embriones in situ en la donadora, se utilizó
prostaglandina en la sincronización de las vacas para inducir el celo, administrado luego de
48 de haber aplicado FSH. Se sometieron a observación 2 veces al día y se inseminaron.
Luego estos embriones fueron recolectados 36 a 48 horas de manifestado el celo cuando se
sacrificaron dichos animales en matadero. Una vez colectados, se transportaron al
laboratorio. Donde se evaluó la etapa de desarrollo, se embebieron con Agar (8 embriones
en 1 cilindro) y se transfirieron al oviducto de las ovejas (Eyestone et al., 1987).
18
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La oveja fue el primer mamífero de granja usado para estudios de IVF por Dauzier y Thibault
en Francia durante la década de los 50s, pero los reportes de corderos nacidos después de
IVF de ovocitos ovinos madurados artificialmente se registraron mucho después. Entre los
hallazgos más destacados se encontraron (Czlonkowska et al. 1991, citado en Gordon,
2003) en Polonia los cuales reportaron corderos nacidos después de IVM, IVF e IVC de
embriones en sus primeras etapas con las células del oviducto. En otros lugares como
Nueva Zelanda, (Pugh et al., 1991) reportaron el nacimiento de corderos después de IVM y
IVF, utilizando semen congelado y ovocitos recolectados durante la etapa no reproductiva,
estos resultados muestran la posibilidad de producción todo el año de IVM/ IVF.
Según Cognie en 1999, los oocitos fertilizados de ovejas ovuladas y cultivados in vitro
pueden ser entre 60% y 70% de producción de blastocitos, que se aproxima a la tasa de
desarrollo encontrada en el animal vivo. Usando IVM de ovocitos, la tasa de desarrollo es de
aproximadamente la mitad. Trabajos realizados en Italia han demostrado que es posible la
producción reiterada de embriones y partos normales en las ovejas mediante una técnica de
OPU. (Ptak et al., 1999) en Sassari reportaron la aspiración de 11,5 ovocitos por oveja y la
producción de 2,7 blastocitos por oveja después del proceso de laboratorio (Gordon, 2003).
Varios reportes establecen que en el ganado la IVP de embriones muestran una mayor
sensibilidad al frío y criopreservación en comparación con los producidos in vivo, y existen
trabajos similares realizados en ovejas, como es el caso del trabajo realizado por Dattena et
al., 1999; Papadopoulos et al., 2001 citado en Gordon, 2003.

2.2 EL OVIDUCTO
Existe una íntima relación anatómica entre el ovario y el oviducto. En los mamíferos
domésticos, el ovario se encuentra en una bolsa ovárica abierta, a diferencia de lo que
ocurre en especies tales como los mustélidos, en las que se halla en un saco cerrado. En los
animales domésticos la bolsa ovárica consiste en un delgado pliegue peritoneal del
mesosálpinx, que está unido a un asa suspendida en la porción superior del oviducto. En
bovinos y ovinos, la bolsa ovárica es ancha y abierta (Hafez, E. y Hafez B., 2002).
El oviducto representa un órgano multifuncional dotado con una anatomía arquitectónica
compleja (Kenngott et al., 2008, citado en Besenfelder et al., 2010, Yaniz et al., 2000) Para
otorgar un ambiente óptimo para los espermatozoides, oocitos y embriones tempranos. El
oviducto proporciona el entorno adecuado para el transporte del óvulo, la fertilización y
desarrollo temprano (Gandolfi et al., 1989).
El oviducto está encargado de una serie de eventos que están distribuidos y manejados de la
siguiente manera:


Con el ovocito: lo remite a las ámpulas por medio de las cilias (Besenfelder et al.,
2010). Ocurren los procesos de maduración y fertilización (Rodriguez-Martinez, 2007;
Lloyd, 2009; Besenfelder et al., 2010).



Con el espermatozoide: se encarga del mantenimiento de la viabilidad que requiere
para superar el momento mientras sucede la ovulación, la fecundación y la
fertilización; ocurre la capacitación, la represión, la hiperactivación de la motilidad de
19
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los espermatozoides, y la gestión de la liberación de la energía; es también el depósito
de los espermatozoides (Besenfelder et al., 2010). Y la maduración, RodriguezMartinez, 2007; Leese et al., 2008 citado en Ulbrich, et al., 2010; Lloyd, 2009).


Con el embrión: es el primer sitio de contacto con el embrión temprano, ocurre el
desarrollo temprano, migración y activación del ciclo relacionadas con la secreción de
moléculas como los esteroides, glicoproteínas, péptidos y citocinas para llevar a cabo
nutrición, protección, y el intercambio de señales entre la madre y el embrión
temprano (Rodriguez-Martinez, 2007; Leese et al., 2008 citado en Ulbrich et al., 2010,
Lloyd, 2009; Besenfelder et al., 2010,).

En el oviducto, los gametos, así como el embrión temprano deben someterse a cambios
epigenéticos, como la metilación del ADN y modificaciones de las histonas, que están
implicados en las regulaciones impresas y no impresas de los genes. Así, los estímulos
ambientales y metabólicos del oviducto puede tener un impacto significativo en el mayor
desarrollo fenotípico embrionario y prenatal y postnatal (Wrenzycki et al., 2005 citado en
Ulbrich et al., 2010).

2.2.1 Distribución anatómica y funcional del oviducto

El oviducto consiste en dos conductos flexuosos que se extienden desde los ovarios, hasta
el extremo craneal de los cuernos uterinos. Anatómicamente el oviducto presenta cuatro
regiones conocidas como: fimbria, infundíbulo, ámpula e istmo.
La fimbria tiene forma de embudo y consta de prolongaciones digitiformes adyacentes al
ovario que permiten la captación del óvulo. Esta porción también brinda una comunicación
con la cavidad peritoneal (McDonald, 1986, citado en Anzaldua, Pérez et al., 2003).
El infundíbulo es la continuación tubular de la fimbria y constituye el tercio distal del órgano.
Este componente del oviducto tiene como finalidad el transporte de los gametos e
histológicamente no puede distinguirse del ámpula. (Anzaldua et al, 2003). El infundíbulo
oviductual es una estructura asimétrica en forma de embudo que rodea la abertura
abdominal. Este se divide a lo largo del mesosálpinx y presenta una zona ancha y una zona
estrecha. La mucosa del lado ancho posee en el punto bajo un sistema de cordones
interconectados que convergen en la zona distal formando pliegues primarios. Los pliegues
de la zona estrecha comienzan desde el margen libre, y se continúan hacia la abertura
abdominal. (Yániz et al., 2000) El área entre los pliegues a través del lumen, demuestran un
alto nivel de compleja organización, estos espacios dentro de los pliegues, son ocupados por
pliegues pequeños secundarios, que se ensamblan entre ellos, para formar una especie de
sistema de callejones sin salida. En el infundíbulo estos callejones sin salida se abren hacia
el ovario en la porción correspondiente a la fimbria en el oviducto, mientras que en el istmo
caudal, se abren hacia el útero. (Yániz et al., 2000)
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El ámpula es la porción media del oviducto, se extiende desde la unión istmo-ampular hasta
el infundíbulo, en ella ocurre preferentemente la fecundación, en particular en la unión istmo
ampular (figura 1). Se ha postulado que la región del ámpula tenga un mayor grado de
secreción en relación con el istmo debido a que presenta un mayor número de pliegues y
mayor superficie epitelial lo que favorece los procesos de extravasación de sustancias a
partir del plasma sanguíneo (figura 2). EI epitelio de revestimiento llamado endosalpinx del
ampula es altamente plegado por lo que prácticamente ocluye la luz del órgano (Anzaldua et
al., 2003) (figura 3).

Figura 1.Región ampular
Tomado de: Ownby (2002)
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Figura 2. Ampliación región ampular
Tomado de: Ownby (2002)

Figura 3. Ampliación de las láminas de la región ampular
Tomado de: Ownby (2002)
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El istmo forma el tercio proximal del oviducto y está adyacente al útero. EI sitio de unión con
el útero se llama unión uterotubárica, en la que se incluye una porción intramural llamada
región intersticial. La unión istmo -ampular actúa como un esfínter funcional, que controla el
transporte del óvulo hacia el útero y también ocurre la capacitación de los espermatozoides
(Anzaldua et al., 2003)
Existen variaciones marcadas en el epitelio oviductual, dependiendo del segmento del
oviducto, si el área es basal o apical en los pliegues, y la fase del ciclo estral. La mucosa es
regulada por señales endocrinas, microscopía electrónica de barrido muestra una compleja
arquitectura tridimensional de la mucosa del oviducto y la aparición del epitelio depende de
la fase del ciclo estral (Hunter et al., 1991 citado en Besenfelder, 2010; Yániz et al., 2000).
La mucosa oviductal toma partido en los eventos que determinan el éxito reproductivo, como
trasporte de gametos, fertilización, y desarrollo embrionario temprano (Abdalla, 1968). La
topografía del oviducto proporciona un complejo sistema de regulación, influencia el paso de
gametos y/o embriones y el movimiento de fluidos dentro del canal oviductual (Hunter et al.,
1991 citado en Besenfelder, 2010; Yániz et al., 2000).
La actividad secretora del epitelio del oviducto está en su punto máximo alrededor de la
ovulación (Erikson et al., 1994 citado en Besenfelder, 2010), resultando en un aumento de la
corriente del fluido oviductual (Killian et al., 1987 Citado en Besenfelder, 2010; Killian., et al
1989).
La fertilización se logra mediante una mezcla de mecanismos que ocurren entre
espermatozoides, complejo cúmulos oocitos, el epitelio y el líquido luminal. Después que se
han logrado fertilizar los oocitos, el principio de los embriones en desarrollo son
transportados pasivamente al útero de una serie de eventos mecánicos llevados a cabo
principalmente por las actividades de los cilios y de músculo liso. El miosalpinx puede tener
contracciones que se propagan al azar, produciendo un retroceso y el movimiento hacia
adelante del embrión en distancias cortas. Estos mecanismos son responsables del contacto
entre las moléculas sintetizadoras y secretoras, actuando como señales y conteniendo
nutrientes en el fluido oviductual, y los gametos, la fertilización y el mantenimiento de los
embriones tempranos. Además son los responsables de que el transporte continúe
(Wijayagunawardane, 1998; Muglia et al., 2001 citado en Besenfelder, 2010).
Una vez que los óvulos y los embriones son capturados, la actividad ciliar parece ser más
importante que la contractilidad de trompas en el transporte de los óvulos hacia la cavidad
uterina (Osada et al., 1999; Talbot et al., 1999; Besengelder, 2010).La luz del istmo es muy
estrecha y contiene las secreciones viscosas, y las contracciones miosalpingeales se
reducen (Hunter, 2005; Besengelder, 2010).Las tres dimensiones de la mioarquitectura de la
unión de las trompas uterinas regula el ascenso de los espermatozoides hacia la región
ampular (Muglia et al., 2001 citado en Besengelder, 2010), así como la oportuna transmisión
útero-tubárico de los embriones.
La superficie luminal del oviducto está conformada por los pliegues primarios los cuales se
extienden longitudinalmente mientras los secundarios, se extienden profundamente en el
lumen y forman ramas en distintas direcciones (Abdalla, 1968), El grado del plegamiento es
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más pronunciado en la mucosa del infundíbulo y es progresivamente más bajo y menos el
complejo hacia el istmo (Lombard et al., 1950 citado en Yániz et al., 2000).
El oviducto de los mamíferos tiene la capacidad de sostener el desarrollo de los embriones
de muchas especies distintas, lo cual indica que los efectos benéficos del ambiente oviductal
pueden ser en realidad inespecíficos respecto a la especie.(figura 4) Se ha demostrado por
varios investigadores que el oviducto ligado ovino puede proporcionar un medio ambiente
adecuado, no solo para los embriones de las mismas ovejas, sino también para los de otras
especies, incluyendo el ganado vacuno (Eyestone et al., 1987; Gutierrez-Adan et al., 1995;
Galli, et al., 1996; Enright et al., 2000 ; Rizos, 2002 ; Lonergan et al., 2003, citado en Rizos
et al., 2010;Rizos et al., 2010).

1.
2.
3.
4.

Lumen
Pliegues de la mucosa
Capa muscular
Serosa

Figura 4. Oviducto de mamiferos
Tomado de: Website of the University of Pennsylvania School of Veterinary Medicine.

2.2.2 Características tisulares y celulares del oviducto

El oviducto se organiza anatómicamente dejando en su centro el lumen, seguido por la
túnica mucosa, la túnica muscular y la túnica serosa (figura 5).
El epitelio de revestimiento del oviducto es un epitelio cilíndrico simple ciliado que consta de
dos tipos celulares principales: las células secretoras no ciliadas y las células ciliadas (figura
5 y 6).
La población celular del oviducto varía a lo largo del ciclo estral debido a la influencia de las
hormonas esteroides de origen ovárico entre las cuales se incluyen estrógenos y
progesterona; las células ciliadas son mayoritarias en las etapas foliculares o estrogénicas,
mientras que las células secretoras no ciliadas generalmente, predominan en las etapas
luteínicas; el primer proceso se conoce con el nombre de ciliogénesis (Brenner y West,1975;
Fawset, 1988 citado en Anzaldua et al., 2003 ).
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Figura 5. Micrografía del oviducto
Fuente: Ownby(2002)

Figura 6. Características microscópicas de la pared del oviducto (región ampular).
Tomado de: Ownby(2002)
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En los primates los estrógenos ocasionan hipertrofia, ciliogénesis y secreción en las células
epiteliales, mientras que la atrofia celular es evidente durante la fase luteínica o
progestacional del ciclo (Brenner y Maslar, 1988 citado en Anzaldua et al., 2003).
Se han estudiado la altura del epitelio del ampula y el istmo del oviducto de la oveja (Murray,
1995; Anzaldua et al., 2003), se observó que es mayor en los 3 primeros días de la
gestación en relación con hembras ovariectomizadas, y disminuye a partir del día 4, sin
embargo a diferencia de otras especies, el tipo celular predominante en ambas porciones
corresponde a las células ciliadas, mientras que las no ciliadas producen una proteína
dependiente de la acción estrogénica (Murray, 1995, 1997; Anzaldua et al., 2003). Durante
el puerperio las modificaciones celulares en los oviductos de ovinos son mínimas
(Krajnicakova et al., 1999, citado en Anzaldua et al., 2003).
Histológicamente el istmo se caracteriza por un mayor grosor del órgano, debido
particularmente a que la porción muscular llamada miosalpinx presenta un mayor número de
capas; la mucosa presenta pocos pliegues y el epitelio es secretor predominantemente
(Anzaldua et al., 2003).

2.2.3 Características del fluido oviductual

Por más de 50 años reporta el artículo de Killian en el 2004, se ha reconocido el oviducto
como un órgano reproductivo responsable de crear el microambiente apropiado, que sirve
para facilitar la función de los gametos, la fertilización y el desarrollo embrionario temprano in
vivo con mucho más éxito que en in vitro (Killian, 2004; Aguilar y Reyley, 2005; Rizos et al.,
2010).
Desde 1973 con Hamner en “Fluido oviductual – Composición y fisiología” varios autores
han destacado la importancia del oviducto como órgano de la reproducción (Hamner, 1973
citado en Killian, 2004; Hunter, 1988; Leese, 1988; Bavister, 1993; Nancarrow y Hill, 1995
citados en Killian, 2004; Boatman, 1995; Buhi et al., 1997a citado en Killian, 2004; Buhi,
2000; Hunter, 2005; Rodríguez-Martínez et al., 2007)Las investigaciones se han hecho en
cultivos de células oviductuales, y recuperando fluidos por canulación de los oviductos
(Mastroianni et al., 1970; Stanke et al., 1974, Sutton et al., 1984; Nichol et al., 1992, Willis et
al., 1994; citado en Killian, G., 2004).
Los análisis químicos han indicado que el líquido del oviducto es una mezcla compleja de
componentes de derivados del plasma además de algunas proteínas específicas formada
por el epitelio del oviducto (Leese, 1998 citado en Aguilar y Rayley 2005; Bergqvist et al.,
2005 citado en Rizos 2010).
Las secreciones del oviducto presentan dos componentes principales; el primero es un
trasudado de moléculas extravasadas del plasma sanguíneo, siendo las más relevantes de
este grupo la albúmina, transferrina e inmunoglobulinas los cuales se profundizaran a
continuación. El segundo es un componente secretor propiamente dicho, sintetizado y
liberado activamente hacia la luz del órgano por las células epiteliales secretoras. Este
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componente es en general heterogéneo, sin embargo algunas moléculas presentes en el
fluido parecen ser comunes para diversas especies de mamíferos domésticos, como son:


Las proteínas (la albumina,,,  globulinas, lipoproteínas de alta densidad (HDL)
(Mastroianni et al., 1970; Feigelson y Kay, 1972; Stanke et al., 1974; Ehrenwald et al.,
1990, citado en Killian, 2004), también se incluyen proteínas del complemento C3b, la
cadena pesada de inmunoglobulina A, y un preprocolageno, (Buhi y Álvarez, 2003
;Killian, 2004), La haptoglobina, Osteopontina, y Clusterin (Buhi y Álvarez, 1999;
Clusterin Lavery et al., 2003; Gabler et al., 2003 citado en Killian, 2004).los factores
de crecimiento, las mucinas específicas del oviducto, las prostaglandinas, entre otras.
Algunas de estas moléculas interactúan con los gametos o bien con los cigotos o
embriones (Buhi et al., 2000; Anzaldua et al., 2003).

Durante el período temprano de post-fertilización, varios acontecimientos importantes de
desarrollo se producen en el embrión que incluyen (i) la primera, división de segmentación,
(ii) la activación del genoma embrionario, (iii) la compactación de la mórula, y (iv) la
formación del blastocito. La mayoría de estos eventos se inician en el oviducto. (Rizos et al.,
2010) La ausencia de una ayuda del oviducto puede comprometer la capacidad de desarrollo
de los embriones bovinos bajo condiciones de cultivos in vitro. Los oviductos de varias
especies de mamíferos, incluyendo los conejos, vacas, ovejas (in situ), y ratones (el cultivo
de órganos), pueden sostener el inicio del desarrollo de los embriones bovinos y la
producción de blastocitos de mejor calidad comparadas con las de condiciones de cultivos in
vitro tal como afirma Rizos et al. (2010)
In vivo, los oocitos de mamíferos y embriones se desarrollan en un entorno complejo y
dinámico. En primer lugar, en el folículo ovárico, el oocito crece y madura, el logro de las
competencias de desarrollo completo, posteriormente en el oviducto, el oocito de somete a la
fecundación y el desarrollo embrionario temprano, y finalmente en el útero, el blastocito se
alarga, y progresivamente atribuye a la pared uterina. (Rizos et al., 2010)
Estudios de Hugentobler et al. (2007) Han medido sustratos de energía, los aminoácidos, y
la concentración de iones en el fluido oviductal recogido de novillas in situ en las diferentes
etapas del ciclo estral. (Tabla 1)
Tabla 1. Cantidad de líquido oviductual en la vaca producido durante el estro y la fase luteal.
Las cantidades representan los ml de líquido producidos en 24 horas.
Estro (ml)

Fase luteal (ml)

Referencia

4.1

0.7

Stanke et al (1973)

2.0

0.2

Roberts et al (1975)

3.8

0.2

Greve et al (1996)

2.0

0.2

Hugentobler et al (2008)

Adaptado de: Hunter (1988) y Hugentobler et al (2008).
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Se estableció que la producción de líquido oviductual se encuentra en los niveles máximos
en el estro, los cuales disminuían tras las ovariectomía (tabla 2) (Hunter, 1988 citado en
Rizos, 2010). La inyección de estradiol hizo aumentar la producción, destacando la
importancia de los estrógenos en la regulación del líquido oviductual.
Tabla 2. Cantidad de líquido oviductual en la oveja producido durante el estro y después de
la ovariectomía. Las cantidades representan los ml de líquido producidos en 24 horas.
Estro (ml)
1.3 a 1.4

Post ovariectomía (ml)
0.05 a 0.09

Fuente
Hunter (1988)

Tomado de: Hunter (1988) citado en Rizos (2010)
La cantidad de líquido secretado por el oviducto aumenta durante el estro y el diestro y
disminuye durante la gestación. El ampula produce aproximadamente dos tercios del total de
la secreción diaria, mientras que el istmo produce más o menos el restante de la cantidad
(Aguilar y Reyley, 2005).
La concentración de nutrientes en el líquido oviductual es generalmente por debajo de las
concentraciones plasmáticas de lo que sugiere un transporte de nutrientes a través del
oviducto, sobre todo por difusión. Los niveles elevados de potasio en el líquido del oviducto
parecen ser constantes a través de las especies y es un factor importante a considerar en el
diseño de la fertilización en medios de cultivos (Aguilar y Reyley, 2005).
Las enzimas detectadas en el líquido oviductual incluyen fosfolipasa A2, lisozima, diesterasa,
amilasa, -N-acetilgalactosaminidasa, -N cetilglucosaminidasa, catalasa (White et al., 1963;
White et al., 1964; Dukelow et al., 1966;; Grippo et al., 1994; Lapointe, et al., 1998 citados en
Killian, 2004; Roberts et al., 1975; Hockberg, 1974). También se han detectado inhibidores
de la proteasa, incluyendo el inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP-1), y el inhibidor
del activador del plasminógeno 1 (PAI-1). El líquido oviductual también incluye factores de
crecimiento, entre los cuales se encuentran el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
Factores de crecimiento similar a insulina 1 y 2 (IGF-1 y –2), Factor de crecimiento alfa
transformante (TGF), Factores de crecimiento de fibroblastos ( FGF-1 y -2) (White et al.,
1964; Moghissi, 1970;Stambaugh et al., 1974; Lei y Rao, 1992; Morishige et al., 1993; Pfeifer
y Chegini, 1994; Satoh et al., 1994; Adachi et al., 1995; Gandolfi, 1995; Buhi et al., 1997;
citados en Killian, 2004; Swanchara et al., 1995; Kouba et al, 2000 ; Buhi et al., 2000).
Es importante resaltar para la fundamentación del trabajo actual que aunque la mayoría de
las proteínas en el oviducto se encuentran en otros tejidos, un grupo de glicoproteínas
especificas del oviducto (OSG) u oviductinas, ha sido descritas en varias especies
incluyendo las ovejas y las vacas (Sutton et al., 1986; Boice, et al., 1990 citado en Aguitar y
Reyley 2005; Gerena, y Killian, 1990 citado en Aguitar y Reyley 2005). En donde se
especifica que la producción máxima de las OSG se produce durante el ciclo estral, cuando
los estrógenos en plasma son dominantes, durante el periodo peri-ovulatorio, estando
presentes durante la fertilización y el desarrollo embrionario temprano.
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2.2.4 Glicoproteínas del oviducto
2.2.4.1 Oviductina (OSG)
La proteína nombrada Oviducto glicoproteínas específicas (OSG) u oviductina ha sido
purificada a partir del oviducto y demostrado in vitro que tiene efectos positivos sobre la
capacitación espermática, esperma-óvulo vinculante, la penetración del óvulo y el desarrollo
del embrión. Osteopontina, otra secreción sintetizada por el oviducto y presente en el líquido
del mismo, ha demostrado estimular la fecundación y desarrollo embrionario. (Gabler et al.,
2003 citado en Killian 2004)
Como se ve expresado por Anzaldua Pérez et al. (2003) La OSG es un grupo de
glicoproteínas con gran cantidad de oligosacaridos denominadas mucinas; entre las múltiples
funciones que se han sugerido para este grupo de moléculas están: la lubricación e
hidratación tisular, la protección de proteínas y células contra la proteólisis, la inhibición de la
adherencia celular, o bien la promoción de dicha adherencia, según el caso, y la inhibición de
la inmunidad celular. La OSG es una mucina especifica de la mucosa del oviducto en la
sección del istmo, y se une a la zona pelúcida durante el trasporte del ovulo. La función
específica de esta molécula aún está en estudio.
Debido que la OSG tiene un origen único en el oviducto, y su presencia es mayor en las
etapas peri-ovulatorias, ha recibido una atención considerable a caracterizar y evaluar su
función en los efectos in vitro de esta proteína inusual en los gametos y embriones, los
cuales se han revisado en detalle (Nancarrow y Hill, 1995; Verhage et al., 1998 citado en
Killian 2004; Buhi, 2002 citado en Killian 2004; Killian, 2002 citado en Killian 2004) en el cual
se destaca para esta investigación el efecto que tiene en el embrión el cual se asocia con su
desarrollo (Kapur y Johnson, 1985, 1986 citados en Killian 2004; Boice et al., 1992,
McCauley et al., 2003 citados en Aguilar y Reyley, 2005 ; Gandolfi, et al., 1991, Wegner y
Killian, 1991, Buhi et al., 1993, Nancarrow y Hill, 1995; Hill et al., 1997
citado en Killian,
2004 ; Kan et al., 1989 ; Boice et al., 1990 ; Kan et al., 1993).
Un efecto positivo de la OSG sobre el desarrollo de embriones in vitro también se ha
observado. Y por los múltiples efectos positivos demostrados, se puede ver como a la OSG
como el elixir universal del oviducto, tal y como lo afirma Killian en el 2004 proporcionando
un fuerte apoyo para la idea de que la OSG es esencial para la fertilidad, y desempeña un
papel fundamental en la fisiología del oviducto

2.2.4.2 Proteínas del oviducto de la oveja (SOP)
En un estudio realizado por Gandolfi et al. (1989), encontraron que solamente durante los
primeros 4 a 5 días después del estro cuando los embriones se encuentran en el oviducto,
es cuando las proteínas que denominaron SOP 92 y SOP46 son detectadas. Ambas son
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especies de polipéptidos. (Gandolfi et al., 1989) Los resultados del estudio demuestran que
SOP 92 atraviesa la zona pelúcida y se asocia al embrión en desarrollo. Estos hallazgos
demuestran que el oviducto de los mamíferos desempeña un papel directo en el apoyo al
desarrollo embrionario temprano a través de la producción de polipéptidos específicos
producidos por su epitelio (Gandolfi et al., 1989).
Las proteínas secretadas por el epitelio del oviducto son numerosas y se pueden dividir en 2
clases principales: las que son secretadas a un nivel constante a lo largo del ciclo estral y los
que sufren variaciones cíclicas. Las proteínas de la primera clase representan una pequeña
proporción de la secreción total y se denominan SOP 10.Por otra parte, dos principales
productos de secreción están presentes sólo durante los primeros 4 días del ciclo estral y
descenderán después (SOP 92). SOP 92 sufre un fuerte descenso en el día 5, cuando el
embrión entra en el útero, SOP 46 tiene su máximo entre el 3 y 5 día, por lo que su
calendario no es tan sincrónico con el tránsito del embrión (Gandolfi et al., 1989).
Es particularmente interesante SOP 92, porque su calendario de presentación cíclico
corresponde con el paso del embrión a través del oviducto y su producción disminuye
considerablemente tan pronto como el embrión entra al útero (Gandolfi et al., 1989).
Las SOP se encontraron dependientes de E2 y expresadas principalmente en el ámpula e
infundíbulo con bajos niveles en itsmo (Gandolfi et al., 1991citado en Killian, 2004; Buhi et
al., 1991 Citados en Buhi et al., 2000; Murray, 1992, DeSouza, y Murray, 1995). El
desarrollo embrionario bovino parece mejorar cuando son fertilizados con fracciones
enriquecidas de SOP de oveja (Hill et al., 1996)

2.2.4.3 La Osteopontina
La Osteopontina es una glicoproteína que se encuentra en muchos tejidos y se sabe que
intervienen en la adhesión celular y la señalización celular mediante la unión a las integrinas
a través de la secuencia de aminoácidos (Gabler et al., 2003 citado en Killian 2004).
2.2.4.4 Uteroglobina
Es la principal proteína de secreción uterina, aunque también se ha encontrado presente en
el oviducto, esta proteína es dependiente de la progesterona, la máxima secreción
endometrial coincide con el momento de la implantación. También se ha identificado en las
células epiteliales y en el fluido del oviducto, se ha postulado que se sintetiza de manera
constitutiva en el oviducto a diferencia del útero donde es regulado hormonalmente, en
particular por la progesterona. En el útero esta proteína es secretada hacia la luz del órgano
casi en su totalidad, mientras que en el oviducto presenta una gran capacidad de
almacenamiento y un menor rango de secreción. Aun no se han determinado los papeles
fisiológicos de esta molécula (Anzaldua et al., 2003).
2.2.4.5 Proteína asociada a estrógenos (EGP)

30

31

De acuerdo a Anzaldua et al., 2003 existe un grupo de proteínas sintetizadas en el oviducto
de diversas especies de mamíferos que se incrementan bajo condiciones estrogénicas, esta
mayor actividad secretora también se ha demostrado en ovejas por Sutton et al., (1984). En
estas especies existe aparentemente un gradiente de actividad secretora dependiendo de la
porción anatómica, siendo la mayor en el ámpula, seguido del infundíbulo y por último en el
istmo.
Estas moléculas son glicoproteínas secretadas por el ámpula de los ovinos y bovinos según
afirman las investigaciones se vierten hacia la luz del órgano en su mayoría en el día 3 del
ciclo estral. En ovinos la proteína asociada a estrógenos se conoce con las siglas oEGP y en
bovinos bEGP. Experimentos realizados in vitro, en los que se agregó EGP al medio de
cultivo de cigotos de ovinos, se observaron que estas moléculas se unen a la zona pelúcida
y a la membrana plasmática de los blastómeros, por lo que aparentemente contribuyen a
regular la división celular en las primeras etapas del embrión y a la formación del blastocito
como lo afirman Nancarrow y Hill (1995).

2.2.4.6 Proteínas
Como la síntesis epiteliar de Muc–1 está regulada por la P4, la perdida de receptores
nucleares para esta hormona del epitelio uterino (día 8 – 10) reduciría la producción de Muc–
1 y se abriría un estado receptivo para la adhesión del embrión. Para el día 10 se reduce la
producción de la P4, lo que conlleva igualmente a la reducción de la concentración de Muc1(Johnson, 1979 citado en Tovio et al., 2008). Esta reducción permite la interacción y
contacto entre factores adhesivos como las integrinas y sus receptores, acercando el
embrión a la superficie uterina y formando un tipo de placentación epiteliocorial (Roberts et
al., 1999 citado en Tovio et al., 2008).

2.2.4.7 Factores de crecimiento
Los factores de crecimiento son reguladores multifuncionales celulares de proliferación y
diferenciación (Simmen, y Simmen, 1991) Existen pruebas claras de que varios factores de
crecimiento están implicados en la embriogénesis temprana como así como en otros
procesos reproductivos como la el crecimiento del trofoblasto (Simmen y Simmen, 1991).
El contenido de IGF-I y II en el líquido oviductual del cerdo se informó ser mayor en el estro,
que en el pre o en el postestro, aunque las concentraciones en ambas fases se mantuvieron
similares (Wiseman et al., 1992 citado en Aguilar y Reyley 2005).En el oviducto de las
especies ovina, el RNAm de IGF-I mostró un patrón cíclico, un marcado incremento durante
la última fase folicular y a continuación, en disminución (Stevenson y Whates, 1996).
La presencia de factores de crecimiento y sus receptores en el tejido del oviducto y en el
embrión temprano sugieren la participación de mecanismos autocrinos y paracrinos en los
procesos de fertilización y desarrollo embrionario (Aguilar Reyley, 2005).
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Gandolfi (1994) Divide la interacción de estas moléculas involucradas en la embriogénesis
en tres grupos:
1. Factores autocrinos, la mayoría de ellos generados por el embrión, para sustentar su
propio desarrollo.
2. Factores paracrinos en los que se incluyen a los factores de crecimiento. y proteínas
específicas producidas por el oviducto.
3. Los factores ambientales del oviducto. entre los que destacan los substratos
energéticos, vitaminas, iones y aminoácidos.
Simmen y Simmen. (1991) destacan el papel potencial de los factores de crecimiento y los
protoncogenes en el desarrollo embrionario temprano de los mamíferos y durante la
implantación. Entre los factores de crecimiento se encuentran: el factor de crecimiento unido
a la heparina, factor de crecimiento transformante (TGF)  y ß, factor de crecimiento similar a
la insulina (lGF) I y II, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PAF) y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF).
El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-I) podría estar involucrado en el
proceso de descenso embrionario del día 3-4, ya que el ARNm que codifica para IGF-I ha
sido encontrado en el oviducto bovino durante esta fase de migración (Matsui et al., 1997
citado en Tovío et al., 2008).
Los procesos involucrados con los factores de crecimiento incluyen la proliferación celular,
diferenciación, invasividad, angiogénesis, el EGF favorece la transformación del embrión
hasta el estadio de blastocito y el IGF-1 causa un incremento en el número de células de la
masa celular interna, no así del trofoectodermo y estimula el metabolismo embrionario como
lo afirman Kaye et al (1991,1992).
El PAF es capaz de modificar la permeabilidad vascular y causar la contracción de la
musculatura lisa (Braquet y Touqui 1987; Pinekard y McManus., 1982 en Anzaldua et al.,
2003), el PAF posiblemente pueda regular algunas funciones del oviducto, sin embargo no
hay informes sobre su efecto en el transporte oviductal de cigotos. El PAF parece ser una
señal molecular temprana, necesaria para inducir la primera señal materna denominada
factor de gestación temprana (EPF), en todas las especies de mamíferos examinados
incluyendo la vaca y la oveja (Clarke y Morton, 1980 citado en Anzaldua et al., 2003)
El PAF está constituido por una glicoproteína y el sistema EPAF / EPF representa la
interacción molecular inicial más caracterizada entre el embrión y la madre y es activa antes
de que la transcripción embrionaria comience.
La proteína denominada: activador-inhibidor del plasminógeno-1(PAIl) tiene su lugar de
secreción es mayor en el istmo que en el ámpula y Kouba et al., 2000; Pauerstein y Eddy,
1990 han propuesto que tenga como finalidad proteger al embrión de la posible
degradación enzimática o bien de la remodelación de la matriz extracelular.
Después del día 8-9 de fertilización el embrión es liberado y comienza a cubrir físicamente
parte del endometrio para poder comenzar a regular la producción de PGF2α uterina la cual
cumple funciones de luteólisis. El estado de preimplantación embrionaria in vivo, estaría
regulado por factores de crecimiento de origen materno y embrionario, como el TGF-α, TGF32
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β1, PDGF-α, IGF-I, IGFII, TGF-β2, TGF-β3, CSF-1, Interleucina 3 (IL-3) e IL-6; además
citoquinas como el factor inhibidor de la leucemia (LIF). La regulación de la receptividad del
útero a la implantación del blastocito, podría estar ejercida por una glicoproteína
transmembranosa denominada Muc–1. Esta es abundante en la fase no receptiva y se
reduce notablemente o puede estar ausente para el momento de la implantación. (O´neill C.,
1998; Peña et al., 2007).

2.2.4.8 Prostaglandinas
Weber et al (1991) afirma que los embriones de diversas especies de mamíferos entre los
cuales se incluyen los bovino y los ovinos son capaces de sintetizar prostaglandinas de las
series E y F; estas substancias se han involucrado en señales paracrinas para inducir
modificaciones del endometrio necesarias para la implantación; en el caso del oviducto, el
estudio de las prostaglandinas tiene como finalidad conocer la regulación del transporte del
cigoto, ya que estos compuestos tienen efectos sobre la contracción del miosalpinx. Si se
administra parenteralmente prostaglandina E2 también activa el transporte oviductal de
embriones equinos

2.2.4.9 Catecolaminas
Hace años, que se descubrió como cambios en el ciclo estral influyen en la concentración de
sustancias como noradrenalina, dopamina y adrenalina. Como bien lo describe Bodkne
Harper, (1973) y Khatchadourian et al (1987) citados en Anzaldua et al., 2003. En cuyos
estudios concluyen que la concentración de noradrenalina fue siempre menor en el ampula
que en el fluido del istmo, lo cual no corresponde con las concentraciones tisulares y
disminuyen en el fluido del oviducto entre el estro y la ovulación

2.2.4.10 lones
Los iones se mueven a través de las células epiteliales del oviducto y útero en el lumen del
tracto reproductivo, causando un gradiente de concentración que a su vez produce un
gradiente osmótico, el cual ofrece la fuerza motriz para el transporte de agua de las células
epiteliales en el oviducto o en el lumen uterino. (Leese Gray, 1985; Gott et al., 1988 en
Hugentobler et al., 2007)
Así mismo hace años que se conoce de las variaciones de iones en el fluido oviductual
correspondientes a cambios en el ciclo estral, como bien lo demuestra el estudio de Ward et
al. (1989) y Grippo et al. (1992) en Anzaldua et al., 2003 donde describen que en el caso del
calcio la concentración es máxima en el fluido del istmo de bovinos y ovinos en el momento
del estro. El magnesio varia a lo largo del ciclo estral de los bovinos, sin embargo
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aparentemente no hay variaciones en las diversas regiones del oviducto, mientras que el
potasio y el sodio no muestran variaciones tanto en el ciclo estral como en las distintas
regiones del oviducto, resulta interesante el hecho que la concentración de potasio en el
fluido es mayor que la del suero. Resaltando la importancia del ion calcio en el oviducto
durante el estro.
Las concentraciones de iones en el líquido oviductual tiende a ser similares a la del suero
para la mayoría de las especies evaluadas (vaca, oveja, coneja, humana, yegua) con
algunas excepciones. Los niveles de potasio en las vacas fueron considerablemente más
elevados en el líquido oviductual que en el plasma en o cerca del estro (Olds y VanDenmark,
1957a citado en Aguilar y Reyley, 2005).
Niveles elevados de potasio en el líquido oviductual parece ser constante en todas las
especies y es un factor importante a considerar en el diseño de la fertilización en medios de
cultivo. (Aguilar y Reyley, 2005).
Las concentraciones de calcio del líquido oviductual de la región ístmica fueron
significativamente más altas que los encontrados en la región de la ámpula (Taba 3), y estos
incrementaron por encima de los niveles plasmáticos durante la ovulación (Grippo et al.,
1992; Aguilar y Reyley 2005).
El sodio es esencial para la expansión del blastocito debido a la formación del líquido, el cual
es dependiente de la bomba de sodio en la cavidad del blastocele (Hobbs Kaye, 1986;
Brison Leese, 1993 ; Hugentobler et al., 2007). Según el estudio realizado por Hugentobler et
al., 2007 esto concuerda con la elevada concentración de sodio en el líquido uterino los días
6 y 8, el tiempo de la acumulación de líquido y la formación de blastocele, a diferencia del día
14, cuando el embrión sufre elongación y deja de acumular líquido por más tiempo. El
movimiento del agua se acopla a la expansión del blastocele (Hobbs Kaye, 1986), el cual
requiere sodio y cloruro, pero no potasio (Brison Leese, 1993). Los altos registros de
concentraciones de sodio y cloruro en el estudio también son consistentes con la dominancia
de estos en el líquido extracelular, el 47% de la osmolaridad total de líquido extracelular es
proporcionado por el sodio y el 33% por el cloruro (Hugentobler et al., 2007).
Las concentraciones de sodio son elevadas en el oviducto tanto en las vacas como en las
ovejas, siendo mayor su concentración en el itsmo, el potasio se encuentra en menor
concentración, en el oviducto, y las ovejas presentan una mayor concentración de este en el
ámpula, en comparación con las vacas. (Tabla 5).
En la vaca, las concentraciones de magnesio difirieron significativamente según la fase del
ciclo estral (Tabla 5) pero no por la región del oviducto y fueron siempre menor que en el
plasma (Grippo et al., 1991).
La concentración de magnesio juega un papel importante en desarrollo del embrión ya que
las malformaciones han sido vinculadas a deficiencias severas de este mineral (Jordan, et
al., 1983 citado en Hugentobler et al., 2007). Según la ubicación en el oviducto las
concentraciones de magnesio varía mínimamente, (Tabla 5) en las vacas se encuentra en el
ámpula a una concentración menor que en el itsmo, y en las ovejas ocurre lo mismo, aunque
las concentraciones son más altas en esta especie.
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Tabla 3: Concentraciones de iones en el líquido oviductual, recolectado de la ampula, itsmo,
o del oviducto completo (mEq/L)
Ion

Vaca

Oveja

Ampula

Itsmo

Oviducto

Ampula

Itsmo

140,9

159,3

86,1

135

141

K

4,53

4,24

65,7

8,12

6,9

Ca

1,83

2,64

3,19

7,6

5,96

Mg

0,662

0,685

1,18

1,08

Na
Cl

112,7

S
P

3

Zn
Bicarbonato
Referencia

Grippo et al.,
1992

Olds y
VanDenmark,
1957

Restall y Wales 1966;
1968

Modificada de la tabla de Aguilar y Reyley, 2005

2.3 DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO
Las secreciones de la mucosa del oviducto juegan un papel trascendente en el desarrollo
embrionario.
Existen evidencias que sugieren que algunos factores secretados por el oviducto pueden
estimular el crecimiento embrionario. Se sabe que en diversas especies los oocitos y
posteriormente el cigoto toman diversas sustancias del fluido del oviducto; En la oveja
durante el estado de 2 a 4 blastómeros se pueden identificar 4 glucoproteínas más en la
zona pelúcida y en la membrana de los blastómeros, pero no en su interior. También en
ovinos diversos antígenos del oviducto se observan no sólo dentro de la zona pelúcida, sino
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en asociación con el espacio perivitelino, la membrana vitelina e incluso en el citoplasma del
embrión (Anzaldua et al., 2003).
La función de todas estas proteínas no se conoce completamente, pero el hecho de provenir
de las secreciones oviductuales y de ser selectivamente incorporadas a regiones específicas
del producto, puede indicar un papel importante en el desarrollo y crecimiento del embrión.
En ovinos y bovinos los productos de secreción del oviducto tienen una actividad mitogénica
importante sobre el embrión (Anzaldua et al., 2003).
Esta actividad sinérgica con la insulina, ya que esta hormona y otras moléculas relacionadas
como el factor de crecimiento derivado de la insulina (IGF), tiene aparentemente un papel
relevante en el desarrollo embrionario previo a la implantación. Entre las moléculas de
secreción específicas del oviducto que han sido bien estudiadas se encuentran: la
oviductina, la uteroglobina, la proteína asociada a estrógenos (EGP), los factores de
crecimiento, prostaglandinas, catecolaminas y los iones (Anzaldua et al., 2003).

2.4 CULTIVO DE EMBRIONES

Las condiciones de cultivo in vitro pueden influenciar significativamente el desarrollo
embrionario, determinando cambios responsables de su menor calidad, comparados con los
embriones producidos in vivo. En particular, la adición de suero a los medios de cultivo altera
tanto la morfología embrionaria como su calidad, y su eliminación posibilitaría producir
embriones de buena calidad para ser criopreservados y transferidos (Ratto et al., 1999).
Después de la fertilización in vitro se hace preciso cultivar los cigotos para su desarrollo
antes de transferirlos al útero o criopreservarlos. Existen tres sistemas de cultivo de
embriones
1. Transferencia al oviducto ligado de una receptora temporal, como por ejemplo en una
oveja o conejo, y recuperación, evaluación y congelamiento o transferencia de los
embriones cuatro o cinco días después.
2. Cocultivo de los cigotos in vitro con células somáticas (células epiteliales oviductales,
células granulosas) en el medio TCM199. El comportamiento de las células in vitro se
pueden estudiar en la ausencia de las variaciones del sistema que puedan surgir en los
animales tanto en la homeostasis normal como en la tensión experimental. Sin
embargo, las condiciones de cultivo debe cumplir con los criterios de células
estudiadas in vivo tan cerca como sea posible, incluyendo la preservación de la
morfología celular, el mantenimiento de la características ultraestructurales, tales como
las conexiones entre las células vecinas, la polaridad celular, tipo celular
específico marcador de expresión; fisiológicos actividades de las enzimas; y las
reacciones a los estímulos exógenos (Ulbrich et al, 2010).
3. Uso de un medio simple sin apoyo de células somáticas como el líquido oviductal
sintético (SOF)
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Rizos, et al., realizaron una investigación en el 2002, donde evaluaban las consecuencias de
la maduración del oocito de la especie bovina, la fertilización o el desarrollo embrionario
temprano in vitro versus in vivo: Implicaciones para el rendimiento y la calidad del blastocito
donde encontraron que hay un mejor desarrollo de los blastocitos a partir de ovocitos
madurados in vivo que los que se recuperaron justo antes del pico de LH, o de los folículos
de 2-6 mm, y los resultados de folículos de más de 6 mm fueron intermedios. Todos tuvieron
escasas posibilidades de supervivencia después de la vitrificación. Los embriones fueron
cultivados en líquido de oviducto sintético o in vivo en oviducto de oveja. Los resultados de la
vitrificación de los embriones cultivados in vivo fueron significativamente más altos. Y
concluyen que la calidad intrínseca de los ovocitos es el factor principal de los blastocitos
(Rizos et al., 2002).
En resumen se puede especificar que la calidad intrínseca de los ovocitos influye en el
rendimiento de los blastocitos, mientras que las condiciones del cultivo influyen en la calidad
del blastocito (Rizos et al., 2002).
La calidad de los embriones producidos in vitro se ve continuamente rezagados, en termino
de supervivencia a la crioconservación, por la calidad que se logra con los embriones
obtenido in vivo (Rizos et al., 2002).
Diferencias importantes entre la producción de embriones bovinos in vitro vs in vivo:









El citoplasma es más oscuro (Pollard et al., 1994 citado en Rizos et al., 2002).
Tienen la densidad más baja (Pollard et al., 1994 citado Rizos et al., 2002).
Mas triglicéridos (Abd Razek et al., 2000 citado Rizos et al., 2002).
Menos lípidos y de otras variaciones (Abd Razek, et al., 2002 citado Rizos et al.,
2002).
Blastómeros inflados (Van Soom et al., 1992 citado Rizos et al., 2002).
Zona pelúcida más frágil (Duby et al., 1997 citado Rizos et al., 2002).
Diferencias en la comunicación celular (Boni et al., 1999 citado Rizos et al., 2002).
Mayor incidencia de anomalías cromosómicas. (Viuff et al., 1999)

Las anteriores diferencias hacen que el embrión producido in vitro sea más sensible a la crio
lesión (Rizos et al., 2002).
En el estudio realizado por Rizos et al., (2002) fueron trasferidos quirúrgicamente por
laparotomía ventral, hasta llegar al oviducto de la oveja, el cual fue ligado, aproximadamente
100 embriones por oviducto. Los embriones fueron recuperados de las ovejas 6 días más
tarde (es decir 7 días post-inseminación) en la cirugía por flushing en el oviducto con 20 ml
de PBS. Los embriones fueron cultivados durante la noche hasta el día 8.

2.5 DESARROLLO EMBRIONARIO IN VIVO
La interacción entre el oviducto y el embrión temprano es un campo emergente de interés
(Lee et al., 2006 citado en Ulbrich et al., 2010). Existen pruebas que las señales paracrinas
de los embriones posiblemente pueden desencadenar una respuesta local en lugar de una
respuesta sistémica de la madre (Ulbrich et al., 2010).
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El óvulo fecundado de los mamíferos inicia su desarrollo, siendo una de las mayores células
corporales y con una relación volumen citoplasmático/nuclear muy elevada. (Cole y Cupps,
1990) Cuando el oocito es liberado, inmediatamente es atrapado por las fimbrias del
infundíbulo y dirigido al interior del oviducto a través de la actividad ciliar.
Independientemente de que el oocito bovino este o no fecundado es una célula de 150- 190
µm de diámetro (Lindner et al., 1983 citado en Palma, 2008), incluyendo a la zona o
membrana pelúcida, una capa acelular glicoprotéica de 12 a 15 µm de espesor producida por
el oocito y las células foliculares. (Dietl 1986 citado en Palma 2008) En la ámpula del
oviducto la fecundación desencadena el comienzo del desarrollo previo a la implantación del
embrión. Pocas horas después de la fusión nuclear, el cigoto comienza a dividirse. La
división nuclear es mitótica y las nuevas células se denominan blastómeros. El desarrollo del
embrión hasta los 8 días ocurre dentro de la zona pelúcida. En los primeros 6 días no se
manifiesta aumento de tamaño, solo el incremento del número de blastómeros (Palma,
2008).
En la vaca, la fecundación ocurre en el punto medio del oviducto (Hunter, 1988 citado Rizos,
2010). Las divisiones celulares se realizaran de la siguiente manera:
 Primera división, 2-células, se produce aproximadamente 1 a 2 días después de la
fertilización.
 Entre los días 3 y 4 después de la fecundación, se encontrara en el 8 - a 16células (Hackett et al., 1993 citado Rizos, 2010).
 Entre los días 5 y 6, el embrión alcanza 16 - a 32- células, y las células comienzan
a formar íntimas uniones (Boni et al., 1999 citado Rizos, 2010), formando una bola
compacta de células denominada mórula. La compactación es un requisito previo
para trofectodermo (Rizos et al., 2010), la diferenciación y es esencial para la
formación de blastocito (Van Soom et al., 1997 citado Rizos, 2010).
 En el día 7 al 8, se desarrolla la cavidad del blastocele; las células del blastocito
primero se diferencian en el interior de la masa de celular, principalmente
destinados a formar el feto, y las células trofodermas destinada a formar la
placenta y los tejidos. En esta etapa, el blastocito comprende alrededor de 120
células de la masa celular interna que constituyen alrededor El 25% y el
trofectodermas alrededor del 75% del total de número células (Rizos et al., 2010).
La edad del embrión es establecida a partir del día del estro. Al día 1 le corresponde la
ovulación. De esta forma entre 24 y 36 horas después de la fertilización el cigoto de una
célula se divide en 2 células ovales (día 2); 24 horas más tarde (día 3) el embrión cuenta ya
con 4 células. La división de los blastómeros puede cumplirse en forma asincrónica, razón
por la cual es posible observar en estadios tempranos un número impar de células. El
intervalo entre la división más temprana y la más tardía es de alrededor de 4h (Pedersen,
1988, citado en Palma, 2008).
Entre el día 3 - 4 posteriores a la fertilización (fase de 8- 16 células), el embrión migra del
oviducto hacia el cuerno uterino en donde juega un papel muy importante la glucosa como
sustrato energético (Thatcher et al 2001).
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Dentro del día 5 el cigoto continúa su desarrollo a 32 blastómeros y su forma es similar a la
de una mora, razón por la cual se lo denomina mórula temprana (mt), en la cual es posible
distinguir individualmente a los blastómeros. Su masa celular ocupa casi todo el espacio
perivitelino. Palma (2008) Durante este estadio se expresan las anormalidades
cromosómicas procedentes del padre, lo que podría desencadenar en muerte embrionaria
(Johnson, 1997, citado en Tovío et al., 2008).
Luego en el día 5-6 tendrá aproximadamente 32-64 blastómeros, los cuales están unidos y
constituyen una masa compacta (mórula compacta) que ocupa sólo el 60-70% del espacio
perivitelino. La compactación es considerada como uno de los signos de diferenciación
embrionaria, aunque los blastómeros conserven su capacidad totipotente (Pedersen, 1988,
citado en Palma, 2008).
Hacia el día 7 contara con 100-200 células convirtiéndose en blastocito temprano (Bt), el cual
se caracteriza por iniciar el transporte de fluido en las células trofoectodérmicas y por la
formación de una cavidad (blastocele) en el interior del embrión, dando la apariencia de un
anillo de sello. (Leibo, 1985, citado en Palma, 2008) El blastocito temprano ocupa 70-80%
del espacio perivitelino (Palma, 2008).
La localización de la bomba sodio–potasio (Na+/K+) activa en la membrana basal del
trofoblactodermo para transporte iónico activo, establece un gradiente que induce
movimiento de líquido hacia adentro del blastocele, provocando expansión que hace que las
células de la mórula compactada se ubiquen hacia la zona externa o interna de las vesículas
llenas de líquido, con lo cual se forma una capa celular externa que recibe el nombre de
trofoblasto y una masa celular interna llamada embrioblasto, originándose de esta manera el
estadio de blastocito entre el día 7-8 con aproximadamente 100-200 células (Watson, 1992,
citado en Tovío, et al., 2008).
En cuanto al blastocito expandido (Be), encontramos más de 200 células. El diámetro
aumenta considerablemente (1,2 a 1,5x), con el consecuente adelgazamiento de la zona
pelúcida a 1/3 de su espesor original. La presión creciente del blastocito en crecimiento
provoca la ruptura de la zona pelúcida, a través de la cual comienza su protrusión. Los
embriones recuperados en este estadio se pueden colapsar temporalmente, esto se
caracteriza por una pérdida completa o parcial del blastocele (Palma, 2008).
Alrededor de los días 8-9 encontramos el blastocito protruido (Bp) con 200-800 células. Los
embriones han abandonado la zona pelúcida. Su forma puede ser esférica, con un blastocele
bien definido ("burbuja") o colapsado. Los Bp pueden ser igualmente transferidos, sin
embargo, los embriones desprovistos de la zona pelúcida son extremadamente frágiles y
pegajosos, razón por la cual se acostumbra a transferir estadios de Mt a Be (Palma, 2008).
En los rumiantes, la señal de reconocimiento de preñez interferón t (IFNT) es secretada por
el trofoblasto del Día 10 en adelante al menos hasta el Día 24 (Spencer et al., 2004) con
una aumento espectacular durante la elongación entre el trofoblasto Días 14 y 18 (Robinson
et al., 2006). El interferón T es el encargado de mediar la remodelación del endometrio que
se inicia antes de la implantación (Ulbrich et al., 2010).
Hasta un 20% a 40% de las pérdidas embrionarias se producen antes del día 16 (Humblot,
2001; Thatcher et al. 2001 citados en Ulbrich et al., 2010), perturbaciones en la
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comunicación materno-embrional puede ocurrir tan pronto como en los primeros días de
gestación, e independiente de la señalización IFNT.
Continúa la liberación del embrión, el cual comienza a cubrir físicamente parte del
endometrio, y en donde comienzan a actuar los factores de crecimiento (Peña et al., 2007 y
O´neill, 1998, citados en Tovío et al., 2008).Durante el día 8-10 se abrirá un estado receptivo
para la adhesión del embrión, en la cual actúan distintas proteínas (Johnson et al 1979,
citado en Tovío et al., 2008).
Se ha observado durante el fenómeno de adhesión del embrión bovino y ovino el desarrollo
de microvellosidades, las cuales son proyectadas hacia el interior de la luz de las glándulas
uterinas. (Johnson et al., 1999, citado en Tovío, et al., 2008).
Estas vellosidades proporcionan un anclaje transitorio y una estructura absorbente para el
embrión mientras sigue completándose la implantación. Posteriormente estas
microvellosidades se reducen en longitud lo que conlleva a un contacto más cercano entre
estas y el epitelio uterino, el cual termina comprimiéndose hacia la superficie trofoblástica
interbloqueandose con las proyecciones citoplásmicas en la superficie del trofoblasto hasta
que sus microvellosidades vuelven a desarrollarse, de esta forma generando una adhesión
compleja. (Roberts, 1999, citado en Tovío, et al., 2008). Para el día 42 de vida termina el
período embrionario al completarse el periodo de diferenciación, evidenciándose el feto en el
cual mayoría de los tejidos, sistemas y órganos se encuentran ya formados (Johnson et al.,
1999, citado en Tovío et al., 2008).
Gandolfi y Moor en 1987, realizaron una investigación sobre la estimulación de los
embriones tempranos en las ovejas, con co-cultivo con células epiteliales del oviducto, y los
resultados mostraron que el epitelio del oviducto ejerce una acción específica, incluso en el
cultivo, en la viabilidad embrionaria. Y sugieren que el cultivo con células oviductuales
facilita el pasaje del estadio en donde el genoma embrionario es activado y la primera
transcripción ocurre (Gandolfi et al., 1987).

2.6 TÉCNICA DE CULTIVO IN VIVO EN EL OVIDUCTO DE LA OVEJA
El cultivo exitoso de embriones bovinos, más allá de la 9- a 16-celulas ha exigido que se
incluyan componentes activos biológico, como el oviducto ligado de conejo (Lawson et
al.,1972 citado en Rizos, 2010; Boland, 1984 citado en Rizos, 2010; Sirard, 1985 citado en
Leibfried-rutledge et al., 1987), y los oviductos ligados de ovejas (que se habían utilizado en
la época de los 80´ para el cultivo de ocho embriones de la especie bovina de células a la
fase de mórula y blastocito) (Willadsen, et al., 1981citado en Eyestone et al., 1987).
La técnica requiere de hembras que idealmente hayan tenido una gestación previa porque
de ser así el ligamento craneal del útero es más flexible, permitiendo una fácil manipulación
del tracto reproductivo (Lazzari et al., 2009). Un dispositivo intra-vaginal de progesterona se
aplica 1 a 3 d antes para evitar que la oveja entre en celo durante el período de cultivo in
vivo, el cultivo en ovejas en anestro, fuera de la temporada de reproducción también es
exitoso (Eyestone et al., 1987). Después de la anestesia general, con o sin inducción con
barbitúricos de corta acción, la oveja es sometida a laparotomía ventral media, exteriorizando
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todo el útero, mientras está cubierto cuidadosamente con gasas estériles humedecidas en
solución salina heparinizada de fosfato buferado (PBS) (Lazzari et al., 2009).
La unión uterotubal se localiza en un lado, y se pone una doble ligadura, en la unión, más
ajustada en el lado de útero y más flexible en la parte del oviducto. Una sutura no
reabsorbible (seda, por lo general) es usada con cuidado de la posición de la ligadura entre
la arteria que pasa por el ligamento ancho y el útero para que el suministro de sangre se
mantenga en todo el tracto reproductivo. La misma operación se repite en el otro lado.
Mientras tanto, los embriones destinados a ser transferidos deben ser cargados en un
catéter de plástico conectado a una jeringa de 1 ml (Figura 7). En este punto, el cirujano
debe extender cuidadosamente la fimbria del oviducto y con unas pinzas finas levantar la
fimbria de un lado para que la apertura del oviducto sea accesible, permitiendo que el catéter
de plástico sea insertado por un segundo cirujano. En esta etapa, los dos cirujanos deben
estar sincronizados de manera que mientras que el oviducto se estira mediante dos pinzas,
el catéter de plástico se empuja suavemente en el interior del oviducto cerca de 5 a 8 cm
dentro del ámpula del oviducto. Luego, los embriones son depositados en el oviducto
teniendo cuidado de inyectar una cantidad mínima de medio de orden de 10 ml. El útero es
finalmente colocado nuevamente en el abdomen, y la incisión se sutura ventro-medialmente.
Para recuperar los embriones de 4 a 5 días de desarrollo (según la fase en la que se
transfieren los embriones) se utiliza el mismo procedimiento quirúrgico. La ligadura de la
unión uterotubal se retira con un bisturí, el oviducto se cánula con un tubo plástico, y los
embriones son recuperados por lavado retrógrado del oviducto mediante la inyección de
unos 20 ml del medio de lavado en la punta del cuerno uterino (Lazzari et al., 2009).
Se ha demostrado que los oviductos ovinos, son capaces de apoyar satisfactoriamente el
crecimiento embrionario bovino (Eyestone 1987; Galli et al., 1996 citado en Killian 2002;
Gutierrez-Adan et al., 1996 citado en Rizos 2010; Enright et al., 2000 citado en Rizos 2010;
Rizos et al., 2001 citado en Rizos 2002; Rizos et al., 2002)
Se ha informado que la tasa de recuperación de embriones transferidos en el oviducto
ligado ovino se encuentra entre el 50% y 70% (Rizos et al., 2002, Eyestone, et al., 1987).
El porcentaje de recuperación de los embriones transferidos esta alrededor del 61% (Tabla
3). Y el porcentaje de producción de blastocitos en el cultivo in vivo es aproximadamente de
23.5% después del dial 7 y del 40.9% después del día 8 (Tabla 4). Lonergan et al. 2003
recupero el 74.5% de embriones (Tabla 5) mientras que Enright et al. 2000 recupero el 54%
(tabla 6)

Tabla 3. Desarrollo de embriones bovinos después de 5 días en el oviducto ovino
Estadio de desarrollo
No.
No.
1-3
4-6
7-9
10-16
Morula
o
trasferidos Recuperados células células células células blastocito
(%)
(%)
(%)
(%)
(%)
Embriones 49
30(61)
12(40) 2(7)
2(7)
0(0)
0(0)
Adaptada de Robl, et al 1987
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Tabla 4. Resultados del día 7 y 8 de la producción de blastocitos producidos en oviducto
ovino.

n
transferidos
Cultivo
555
441
in vivo
Adaptado de Havlicek 2009

recolectados
264

Producción de blastocitos
Día 7 (%)
Día 8(%)
62(23.5)
108(40.9)

Tabla 5. Tasa de recuperación de cigotos producido in vitro en oviductos ovinos
Sistema de
cultivo

No. cigotos
trasferidos

No. Embriones
recuperados
(%)

Dia 6 (n) (%)

Dia 7 (n) (%)

Dia 8 (n) (%)

Oviducto
ovino

400

298 (74.5)

-

72 (24.2)

86 (28.9)

Adaptado de Lonergan et al. 2003
Tabla 6. Embriones recuperados del cultivo in vivo
in vivo
Cigotos n
Embriones recuperados n (%)
Blastocitos Dia 7 n (%)
Blastocitos Dia 8 n (%)

1530
813 (53)
137 (16.8)
258 (31.8)

Adaptado de Enright et al. 2000

Galli y Lazzari (1996) citado en Rizos 2002 reportan que los embriones de bovinos
producidos con fines comerciales por cultivo in vitro madurado y ovocitos fertilizados en el
oviducto de ovejas que desde el punto de vista cualitativo de los embriones desarrollados en
el oviducto de ovino se comportan como los embriones producidos totalmente in vivo
(recogidos en donantes superovuladas). Pueden ser congelados con el mismo protocolo,
pero, lo más importante, pueden lograr una tasa de preñez similares, hasta el 60% a 70%
después de la descongelación y la transferencia (Galli et al., 1995 citado en Rizos et al.,
2010) en comparación con el la tasa de preñez obtenidos a partir de embriones
descongelados completamente cultivadas in vitro, que oscila entre el 20%al 40% (Hasler et
al., 1995 citado en Rizos, et al., 2010).
La especie bovina es la especie en la cual esta técnica ha sido más utilizada principalmente
para ayudar a definir los requerimientos de cultivo en la preimplantación del embrión. Con los
años, una variedad de medios de cultivo de embriones se ha desarrollado, algunos de los
cuales son basados en la composición del fluido oviductal (Leese et al., 2008; Walker et al.,
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1996, citado en Lazzari., et al., 2009), encontrando otros con diferentes tipos de células o
con medios séricos suplementados. Algunas de las debilidades de dichos medios de cultivo
son el desarrollo variable a la fase de blastocito y la viabilidad baja de los embriones
especialmente después de la congelación y descongelación. En ese contexto, el uso
oviductos sustitutos para el cultivo in vivo permite superar esta limitación debido a la mayor
viabilidad de los embriones obtenidos y su supervivencia a la congelación y descongelación,
obteniendo similares resultados a los obtenidos en embriones producidos in vivo.
En un ensayo de campo (Galli y Lazzari, 1996) con 167 embriones provenientes de un
cultivo in vivo, la tasa de preñez fue del 57% (98 de 167) sin diferencia entre la transferencia
de embriones frescos en comparación con los embriones congelados-descongelados
(Lazzari et al., 2009).
En la literatura, una serie de estudios han investigado los efectos a corto plazo de los
diferentes sistemas de cultivo de embriones bovinos en una variedad de parámetros
celulares y moleculares, a menudo comparando diferentes sistemas de cultivo como en el
cultivo in vivo en el oviducto de ovejas. En general, existe un consenso sobre el hecho que
los embriones producidos totalmente in vitro frecuentemente tienen anormalidades en
comparación con los embriones producidos in vivo de los donantes vivos. Estos incluyen
diferencias en la morfología (Fair et al., 2001 citado en Lazzari et al., 2009), las anomalías
cromosómicas (Crosier et al., 2001; Lonergan et al., 2004 citado en Lazzari et al., 2009), el
tiempo de desarrollo (Van Soom et al., 1997), la resistencia contra la baja temperatura (Leibo
et al., 1993; Rizos et al., 2002,citado en Lazzari et al., 2009), el metabolismo embrionario
(Khurana et al., 2000 citado en Lazzari, et al., 2009), y la expresión de los genes (Lazzari et
al., 2002 ; Corcoran et al., 2007 citado en Lazzari et al., 2009). Por el contrario, todos los
estudios que han investigado las características de maduración in vitro/fertilización in vitro
de embriones bovinos desarrollados in vivo en el oviducto de la oveja tienen marcadas
similitudes con los embriones producidos in vivo. (Lazzari et al., 2002 citado en Lazzari et al.,
2009; Galli et al., 1996 citado en Lazzari, et al., 2009; Enright et al., 2000 citado en Rizos et
al., 2010; Rizos et al., 2002,). Sin embargo, los primeros datos obtenidos en el laboratorio de
reproducción Italiano Lazzaro Spallanzani en el período entre 1991 a 1995 (Tabla 7) indican
que aunque la tasa total de blastocitos el día octavo es igual entre los embriones producidos
en cultivo in vivo e in vitro (cocultivo con células de oviducto y cultivo con células libres de
fluido oviductal sintético (SOF), la cinética de desarrollo es más rápido en el cultivo in vivo
donde cerca de la mitad de los blastocitos ya están formados en el día sexto de desarrollo
(Lazzari et al., 2009).

Tabla 7. Cinética del desarrollo del embrión en diferentes sistemas de cultivo.

In Vivo (Oviducto
de oveja)
In vitro(BOC)
In vitro(SOF)

Numero
de
oocitos
65,473

Embriones
congelables
al día 6 (%)
13.6

Embriones
congelables
al día 7(%)
7

Blastocitos
al día 8 (%)

2,031

0

10

29.7

1,728

0

11.6

28.5

Tomado de Lazzari et al., 2009
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Nota: En general los valores en la formación de blastocitos al día octavo son los mismos si los
embriones madurados y fertilizados en laboratorio se cultivan in vivo o in vitro. Sin embargo los
embriones cultivados completamente in vitro, ya sea en cocultivo (BOC: células oviductales bovinas) o
en un entorno libre de células (SOF: fluido oviductal sintético) tienen un desarrollo retrasado en
comparación con los embriones cultivados in vivo en el oviducto de oveja.

El cultivo de cigotos en el oviducto ovino mejora claramente la calidad de los blastocitos
fertilizados in vitro, según fue medido por la supervivencia después de la crio-conservación
(Rizos et al., 2002).
Los embriones trabajados en oviducto ovino dieron como resultado una cantidad mayor de
embriones congelables y que sobreviven al deshielo.
A pesar que Galli y Lazzari (1996) citado en Rizos et al., (2002) informaron que no había
diferencias entre el cultivo en el oviducto in vivo o del in vitro, en términos de formación de
blastocistos en día 8. Rizos et al., (2002) reporta que se observaron diferencias importantes
en la calidad de los embriones cultivados en el oviducto de oveja y los obtenidos de
donantes superovuladas siendo superior en términos de la sensibilidad a la congelación y
descongelación.
La calidad de la producción in vitro de blastocitos sigue inferior a la de blastocitos producidos
in vivo. Esto en inferioridad de embriones producidos in vitro se manifiesta en función de
varios parámetros morfológicos y es refleja de diversas maneras, entre las cuales está
la número de producción in vitro de embriones transferidos en las prácticas comerciales
(Thibier, 2008).
El medio ambiente del oviducto puede apoyar el crecimiento embrionario hasta el estadio de
blastocito en una amplia gama de especies después de la transferencia transnacional de las
especies. El uso de tales huéspedes intermediarios del cultivo de los cigotos fertilizados en
in vitro o in vivo no es un fenómeno reciente (Sreenan et al., 1968; Lawson et al., 1972;
Polge 1972, Prather 1991 citados en Rizos, et al., 2010).
A continuación se describen los experimentos que realizaron Eyestone et al en 1987:
Experimento 1. Este experimento fue diseñado para determinar la capacidad de los
embriones de la especie bovina para desarrollarse en oviductos de la especie ovina. El
inicio de estro en ovejas receptor se sincroniza con el de las novillas de los donantes. Por lo
tanto, embriones de una-dos células se transfirieron 1,5 a 2,0 días después del estro de
la donante y las receptoras (Eyestone et al., 1987).
Como resultado el desglose de los cilindros de agar en los experimentos impedido su uso
como un medio de separación de los embriones de los diferentes tratamientos en el oviducto
mismo (Eyestone et al., 1987).
Experimento 2. Este experimento fue diseñado para probar si la actividad ovárica era
necesaria para el desarrollo de embriones bovinos de uno-dos células en el oviducto de la
especie ovina. La oveja ovariectomizadas se utilizó como modelo para la oveja anestro. Este
modelo permite la comparación contemporánea del desarrollo del embrión en intacto, ovejas
cíclica frente a las ovejas no cíclica durante la temporada de cría de ovinos. Las ovejas
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fueron ovariectomizadas al menos 4 semanas antes de de servir como destinatarios. Todas
las comparaciones se analizaron mediante la prueba de X2 (Eyestone et al., 1987).
Como resultados, no hubo diferencias en de recuperación o de desarrollo a finales de
mórula o blastocito, se encontraron entre ovejas ovariectomizadas y las que tenían el cíclico
e intacto y los resultados en el trabajo de Eyestone et al. (1987) indican que los factores del
ovario no son esenciales para el desarrollo embrionario temprano en el oviducto, ya que de
todas maneras funciona el cultivo, pero se rechaza que aprovechamiento de los factores
ováricos mejoren el desarrollo embrionario.
El cultivo in vivo se utiliza para producir embriones de superior calidad (Galli et al., 1995;
Enright et al., 2000; Rizos et al., 2002 citados Rizos et al., 2010)
Experimento 3. Desarrollo de embriones de una-dos células de bovino
en comparación en ovejas ovariectomizadas vs anestro estacional. Este experimento fue
llevó a cabo en la primavera. Las ovejas fueron consideradas en anestro si no exhibieron
estro durante al menos 34 días (dos de la duración del ciclo estral) y si sus ovarios no
contenía tejido lúteo visible. Las ovejas ovariectomizadas fueron esterilizadas por lo menos 6
semanas antes de la transferencia de embriones. Los datos fueron analizados por la prueba
de X2 (Eyestone et al., 1987).
Con el experimento 3 concluyen que los oviductos ligados de la especie ovina es un sitio
adecuado para el cultivo de embriones bovinos de una-dos células. Y que dado que la
actividad ovárica no es esencial para el desarrollo de este sistema puede ser utilizado
durante todo el año. Y las mórulas y blastocitos obtenidos a partir de esta técnica son
capaces de producir gestaciones viables y las crías viven (Eyestone et al., 1987).
Mas experimentos se han realizado, utilizando a los ovinos como medio de cultivo in vivo,
por ejemplo, Prather et al., en 1987 realizaron una investigación sobre trasplantación nuclear
en embriones bovinos, y los embriones después de la fusión nuclear fueron cultivados in vitro
e in vivo (en oviducto ligado ovino), y posteriormente retransferido a receptoras bovinas, 7
gestaciones resultaron de 19 embriones trasferidos en 13 receptoras, 2 receptoras
completaron la gestación con el nacimiento de terneros.El cultivo in vivo, fue realizado con
embriones embebidos en 1.2% de cilindros de agar, y trasferidos al oviducto ligado ovino,
después de 4-5 días las ovejas fueron sacrificadas y recolectados los oviductos, los
embriones fueron retirados del oviducto y sacados del agar, y posteriormente evaluados
(Prather et al., 1987).
Robl et al en 1987 realizaron un trabajo sobre trasplantación nuclear en embriones bovinos,
en el cual utilizaron oviductos ovinos (previamente habían ligado la unión uterotubárica) para
evaluar el desarrollo del trasplante nuclear y tener el grupo control de embriones después de
permanecer en los oviductos ovinos durante 5 días. Donde los resultados fueron la
maduración de los embriones pronucleares el 17% paso al estadio de mórula o blastocito.
Después de los 5 días los recolectaron y dos de los embriones desarrollados los trasfirieron
a un grupo de vacas receptoras y ambos resultaron en el nacimiento de dos terneros (Robl et
al., 1987).
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

Este proyecto fue llevado a cabo en los laboratorios de reproducción y en los quirófanos de
la Universidad de La Salle, donde se realizó la fertilización in vitro de oocitos extraídos de
ovarios de vacas de planta de sacrificio. En el estadio de división celular, después de la
fertilización in vitro se transferirán a los oviductos de ovejas criollas por medio quirúrgico para
su incubación durante 7 días, al terminar la incubación se extrajeron para ser clasificados y
evaluados. La financiación del proyecto se llevó a cabo con recursos propios.

3.1 MARCO GEOGRÁFICO

El proyecto fue ejecutado en los quirófanos de la clínica de grandes de la sede la Floresta de
la Universidad de La Salle, de la ciudad de Bogotá, calle 174 # 7-99, localizada a una altitud
de 2.600 msnm, con una temperatura de 18℃ en promedio, y con una pluviosidad de 1.170
milímetros anuales en promedio.

3.2 MARCO DEMOGRÁFICO

Se utilizaron 168 embriones obtenidos por fertilización in vitro (FIV) como unidad
experimental, los cuales se encontraban en estadio de división celular de uno-dos células, se
implantaron en cuatro ovejas criollas púberes reproductivamente activas que no cursaban
con gestación.

3.3 MÉTODOS
3.3.1 Sincronización de ovejas
Se tomaron cuatro ovejas mayores de un año (figura 7), a las cuales se les realizó un
chequeo reproductivo por ecografía (figura 8) para garantizar la ausencia de gestación. Las
ovejas fueron separadas en dos grupos, grupo A y grupo B conformado por dos individuos
cada uno. El grupo A, conformado por hembras sometidas a un proceso de sincronización
previamente a la transferencia de cigotos bovinos, el grupo B conformado por hembras que
no estaban en fase estral al momento de la transferencia. Esto se logró sincronizando los
animales 10 días antes, asegurando que el día del cultivo se encontraban en fase lútea.
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Figura 7. Selección inicial de las ovejas

Tomado por autores
Figura 8. Chequeo reproductivo por ecografía, para la selección de las ovejas

Tomado por autores
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3.3.2 Obtención de cigotos bovinos
Se utilizaron oocitos colectados de ovarios de la planta de sacrificio, que fueron sometidos a
un proceso de fertilización in vitro, los cuales fueron entregados para efectuar la
investigación.

3.3.3 Anestesia de las ovejas
El protocolo de anestesia, consistió en una mezcla de 19 ml de Solución Salina Fisiológica, 5
ml de Ketamina al 5% y 1 ml de Xilacina al 2%, de esta mezcla se utilizó una dosis total de 1
ml por cada 50 Kg de peso vía intramuscular profunda.

3.3.4 Laparotomía
Para iniciar el protocolo quirúrgico los animales fueron sometidos a un ayuno de 24 horas de
alimento sólido y de 6 horas de agua, se esquilados en su totalidad (figura 9), y se depilo el
campo quirúrgico.
Figura 9. Esquilada de las ovejas

Tomado por autores

La hembra se ubico en el plano inclinado de una camilla de tal manera que la cabeza quedo
inclinada hacia abajo (figura 1o), garantizando que los órganos internos se desplacen hacia
abajo, y no intervengan en la cirugía.
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Figura 10. Ubicación de la oveja en la camilla inclinada, para la cirugía.

Tomado por autores
Se realizo el embrocado del campo operatorio, utilizando alcohol y yodo de manera
intercalada 8 veces terminando en alcohol (figura 11). Se realizo una laparotomía medial de
5 a 7 cm, y a 3 cm por delante de la ubre (figura 12).
Figura 11. Embrocado
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Tomado por autores
Figura 12. Ubicación e inicio de la laparotomía medial

Tomado por autores
Posteriormente se expuso el oviducto de la hembra ovina (figura 13 y 14) y ayudados por un
catéter (figura 15) se introdujeron (figura 16) 18 embriones en el oviducto derecho y 24
embriones en el oviducto izquierdo de cada hembra, para un total de 168 embriones
utilizados en el proyecto, que se dejaron por un periodo de siete días de desarrollo.

50

51

Figura 13. Ubicación insitu de los cuernos uterinos (a), oviducto (b) y ovario (c).

Tomado por autores
Figura 14. Exposición de los cuernos uterinos y del oviducto

Tomado por autores

Figura 15. Jeringas de insulina con los embriones y catéter para introducirlos por el oviducto
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Tomado por autores

Figura 16. Introducción de los embriones en los oviductos.

Tomado por autores
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Para el caso de la oveja, se encontró que Eyestone et al. (1987) trasfirió únicamente 8 a 9
embriones en comparación con un máximo de 200 por cada oveja que fueron transferidos
por Rizos et al. (2002, 2010) y por Lonergan et al. (2003). En el estudio realizado por Rizos
et al. (2002) fueron trasferidos quirúrgicamente por laparotomía ventral, hasta llegar al
oviducto de la oveja, el cual fue ligado, aproximadamente 100 embriones por oviducto. Los
embriones fueron recuperados de las ovejas seis días más tarde (es decir siete días postinseminación) en la cirugía por flushing en el oviducto con 20 ml de PBS.
Al día séptimo se realizó nuevamente la laparotomía exploratoria para recolectar los cigotos
y evaluar su viabilidad en morfología y número, en relación con la cantidad de los cigotos
que se introdujeron en las hembras en celo vs los que se introdujeron en las hembras sin
influencia de celo. Para establecer si hubo preponderancia o no del periodo del ciclo estral
de la hembra ovina usada como cultivo in vivo para la maduración de cigotos bovinos. A
continuación se muestra una grafica del resumen de la metodología, en la cual se observa
los días del proceso de la investigación (figura17).
3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Se utilizó el análisis por T-Student, de esta manera se comprobó la significancia de
una diferencia de medias para dos el grupo en estro y el grupo en diestro evaluando la
calidad y cantidad de embriones recolectados. Y se realizó un análisis de varianza (Anova)
(información cuantitativa) para establecer el grado de desarrollo embrionario, y la influencia
del ciclo estral de la oveja sobre la cantidad de embriones incubados, diferencias del
oviducto en ovejas sincronizadas.
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Figura 17. Resumen de la metodología

Fuente: Autores
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4. RESULTADOS
Se recibieron del laboratorio168 embriones de dos células, provenientes de la aspiración
folicular (figura 18) de los ovarios de la planta de sacrificio (figura 19) los cuales fueron
colocados en el oviducto de las ovejas a través de laparotomía exploratoria (figura 20). Las
ovejas se dividieron en dos grupos, conformados cada uno por dos ovejas, en el grupo A se
encontraban las ovejas en estro y en el grupo B las ovejas en fase luteal. Por motivos
estadísticos se decidió coloca 18 embriones en cada oviducto derecho y 24 embriones en
cada oviducto izquierdo. La duración de las cirugías fue de una hora aproximadamente.
Figura 18. Aspiración folicular de los ovarios provenientes de la planta de sacrificio

Tomada por autores
Figura 19. Ovarios provenientes de la planta de sacrificio

55

56

Tomada por autores

Figura 20. Laparotomia exploratoria, plano medial

Tomada por autores
Luego del tiempo de desarrollo se estimó el número de embriones recolectados, teniendo en
cuenta el total de embriones por grupo (84), de los cuales se recolectaron en el grupo de las
ovejas en celo 15 y las ovejas en diestro 19 (ver tabla 8).
Tabla 8. Relación de embriones trasferidos y embriones recolectados en los diferentes
grupos
Embriones Trasferidos (%)

Recolectados Estro (%)

Recolectados Diestro (%)

84 (100%)

15 (17.85%)

19 (22.61%)

Los resultados del grupo A (figura 21), arrojo que en la oveja No.1 se recolectaron 0 (0%) en
ambos oviductos, en la oveja No.2 del oviducto izquierdo 8/24 (33.33%) y en el oviducto
derecho 7/18 (38.8%) encontrando 1/7(14.29%) de excelente calidad, el cual corresponde al
1/18 (5.56%) del oviducto correspondiente, y al 1/84 de la oveja (1.19%) (tabla 9). Se obtuvo
un 33.33% de embriones degenerados en ambos grupos (figura 22).
En el grupo B (figura 23), se distribuyeron los embriones de la misma manera (tabla 9), en la
oveja No.1 se encontró 1/18 (5.56%), en la oveja No.2 se encontraron en el oviducto
izquierdo 18/24(75%) de los cuales hubo 3/18(16.67%) (figura 24 y 25) de excelente calidad
y en el oviducto derecho se encontraron 0 (tabla 10).
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Figura 21. Resultado de embriones bovinos transferidos en oviductos de ovejas en estro
para su maduración.

Fuente: autores

Tabla 9. Embriones recolectados y transferibles en el grupo estro y diestro.
Oveja # 1
Estro (%)
Izquierdo

Embriones
cultivados

Oveja # 2
Estro (%)

Derecho

Izquierdo

Oveja # 1
Diestro (%)

Derecho

Izquierdo

Oveja # 2
Diestro (%)

Derecho

Izquierdo

Derecho

24

18

24

18

24

18

24

18

Estructuras
Recolectadas

0

0

8
(33.33)

7
(38.89)

0

1
(5.56)

18
(75)

0

Embriones
Trasferibles

0

0

0

1
(5.56)

0

0

3
(12.5)

0

Nota: Las ovejas estro, corresponden al grupo A, y las ovejas diestro al grupo B.
Fuente: Autores
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Figura 22. Embriones degenerados Grupo A

Tomada por autores

Figura 23. Resultado de embriones bovinos transferidos en oviductos de ovejas en diestro
para su maduración.

Fuente: autores
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Figura 24. Blastocito expandido, recolectado en el grupo B.

Tomada por autores

Figura 25. Blastocito inicial, grupo B

Tomada por autores
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4.1 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
A través del programa Statgraphics plus 5.1, se corrieron las pruebas estadísticas para
comparar el grupo de estro vs el grupo en diestro, que dieron como resultado:

4.1.1 T-test
4.1.1.1 Análisis de las estructuras recolectadas
Se evaluó el intervalo de confianza para la diferencia entre las medidas, el cual se extiende
desde -13,06 hasta 11,06. Ya que el intervalo contiene el valor 0.0, estadísticamente no hay
significancia entre las medidas de las dos muestras con un nivel de confianza del 95%.
El T-test, a su vez se utilizo para poner a prueba una hipótesis específica sobre la diferencia
entre las muestras de la población de las cual provienen. En este caso, la prueba fue
construida para determinar si la diferencia entre las dos grupos (el grupo en estro y el grupo
en diestro) son iguales a 0,0 versus a la hipótesis alterna que la diferencia no es igual a 0,0.
Ya que el valor-P no es menor que 0,05, no se rechazar la hipótesis nula. Es decir que el
grupo en estro es igual al grupo en diestro.
Se realiza la prueba-F, la cual determina que la hipótesis es razonable, comparando la
desviación estándar, y los resultados asumen que la varianza de las dos muestras son
iguales.

4.1.1.2 Análisis de las estructuras transferibles
El intervalo de confianza para la diferencia entre las medidas, se extiende desde -2,43446 a
1,43446. El intervalo contiene un valor 0.0, por lo cual no hubo significancia estadística entre
las medidas de las dos muestras con un nivel del 95% de confianza.
El T-test, fue elaborado para determinar si la diferencia entre los dos grupos iguales a 0,0
versus la hipótesis alterna en donde la diferencia no es igual a 0,0. Desde que el valor
computado P no sea menor que 0,05, no se rechazo la hipótesis nula. Es decir que el grupo
en estro es igual al grupo en diestro.
Se realizo la prueba-F, la cual determino que la hipótesis es razonable, comparando la
desviación estándar, y los resultados se asume que la varianza de las dos muestras son
iguales.

4.1.2 Análisis de varianza (ANOVA)
4.1.2.1 ANOVA de recolección por ciclo Estral
Indica que mientras el P- valor de la prueba F sea mayor o igual a 0.05, no hay diferencia
significativa entre la media recolectada de un nivel del ciclo estral al otro, en un nivel de
confiabilidad del 95,0%.
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4.1.2.2 ANOVA de embriones por ciclo Estral
Si P- valor de la prueba F es mayor o igual a 0.05, no hay diferencia significativa entre la
media recolectada de un nivel del ciclo estral al otro, con un nivel de confiabilidad del 95,0%.

4.1.3 Control de varianza
Se realizaron cuatro pruebas las cuales verifican la varianza
Prueba Cochran: 0,9 P-Valor= 0,104088
Prueba Bartlett: 1,66667

P-Valor= 0,10505

Prueba Hartley: 9,0
Prueba Levene: 0,4 P-Valor= 0,550415
Las cuatro pruebas estadísticas prueban la hipótesis nula, que en la desviación estándar de
los dos estadios del ciclo estral es la misma.se encontraron tres P-valor, desde que el más
pequeño de los P-valor es mayor o igual a 0,05, no hay diferencia estadística significativa
entre la desviación estándar con un nivel de confiabilidad del 95,0%
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5. DISCUSIÓN

Teniendo en cuenta la tasa de recuperación obtenida por Lonergan et al. En el 2003 donde
tuvo un 24.2% de recolección al séptimo día de desarrollo, la tasa de recuperación obtenida
en el presente estudio, del 36.06 % en oveja en estro recolectadas al 6 día demuestra que
esta tasa es satisfactoria y superior. También se puede comprobar los resultados superiores
en la tasa de recuperación del 40.28% obtenida en el grupo de diestro recolectadas al día
seis. Comparando la tasa de recolección según los días de recuperación, los resultados
obtenidos por Enrigth et al., en el 2000 en el cual obtuvieron un 53%, colocando100
embriones por oviducto y recuperándolos 6 días después, y los resultados obtenidos en este
estudio donde la tasa de recuperación fue del 38.17%, se colocaron 21 embriones por
oviducto y se recuperaron 6 días después no fueron tan satisfactorios como los obtenidos
por Eyestone et al. en el 1987 la cual fue de 68% en el cual se transfirió de 8 a 9 embriones
por oveja y los recupero 5 días después. Por lo tanto es indicado evaluar la importancia del
día de recolección de los embriones.
No hubo diferencias estadísticas significativas en cuanto a la calidad embrionaria con
respecto a los embriones trasferidos a los oviductos de ovejas en fase folicular y en fase
luteal. Por lo cual se determino que no es necesario sincronizar las hembras ovinas, para la
maduración in vivo de embriones bovinos aunque cuantitativamente se recolectaron más
embriones de mejor calidad en el grupo de ovejas en diestro.
Para evitar que los embriones sean atacados por la inmunidad celular y humoral propia del
estado estral, se pueden embeber los embriones en agar Willadsen, también facilitando su
hallazgo en el momento de la recolecta. Esto se puede comprobar en el estudio realizado por
Eyestone et al., 1987, donde evaluó el desarrollo embrionario en el oviducto de las ovejas
para lo cual, se embebieron con agar ocho embriones en cada cilindro y se transfirieron al
oviducto de las ovejas, obteniendo en promedio un porcentaje de recuperación del 68% para
el experimento número uno, en donde se sincronizo las ovejas y la transferencia se realizó
1.5 a 2 días luego de manifestar el estro, lo cual quiere decir que las ovejas se encontraban
en fase de metaestro. Estos resultados son superiores a los evidenciados en el presente
estudio y pueden explicarse desde dos puntos de vista que se correlacionan, el primer
aspecto debido a la protección que fue brindada por los cilindros de agar, y el segundo por
los niveles hormonales al momento de la transferencia y durante la maduración. Llevándonos
a asumir que si nos acercamos al día dos del ciclo estral los niveles de estrógeno estarán
bajos y se mantendrán en esa relación durante el tiempo de maduración, haciendo que las
reacciones celulares y humorales mediadas por los estrógenos sean nulas. Como lo expresa
Robertson en el 2000 la inmunología uterina tiene fluctuaciones mediadas por las
concentraciones de hormonas esteroides, en donde la progesterona tiene efectos
inmunosupresivos, contrarios a la inmunoestimulación dada por los estrógenos.
Reconociendo que la progesterona actúa indirectamente en el útero estimulando la preimplantación y el crecimiento del embrión y su posterior elongación. (Garrett et al. 1988a,
Mann & Lamming 2001, Mann et al. 2006, Satterfield et al. 2006 citados en Spencer et al.,
2008) y su importancia en el manteniendo de la preñez esto se evidencio en el experimento,
donde hubo un aumento de la cantidad de embriones recuperados en el grupo B, las ovejas
que se encontraban en fase luteal, en comparación con el grupo A, que estaba bajo la
influencia de los estrógenos.
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La progesterona estimula y mantiene las funciones endometriales necesarias para el
crecimiento, implantación, placentación, y desarrollo a término del embrión (Bazer 1975,
Bazer et al. 1979, Spencer & Bazer 2002, Spencer et al. 2004a citado en Spencer et al.,
2008). El embrión puede desarrollarse satisfactoriamente in vitro, aunque en este proceso la
calidad del blastocito es menor que los producidos in vivo. (Hasleret al. 1995 en Spencer et
al., 2008). Aunque no hubo diferencias estadísticas significativas, la calidad de los embriones
en diestro, los cuales fueron afectados por la acción de la progesterona concuerda con lo
descrito por los autores. Ya que los embriones recolectados en el grupo B, se encontraron de
mejor calidad. Posiblemente las células secretoras no ciliadas predominante durante las
etapas luteínicas como afirman Brenner y West en el 1975; Fawset en el 1988 citado en
Anzaldua et al., en el 2003, favorecieron la maduración optima de los embriones con el fluido
oviductual rico en iones, catecolaminas, prostaglandinas, factores de crecimiento y
proteínas, especialmente la uteroglobulina que es dependiente de la progesterona, y se debe
estudiar más profundamente la influencia sobre los embriones en su desarrollo temprano.
Los estrógenos inician su aumento en la fase de proestro llegando a su pico durante el estro,
lo cual puede influir a la aparición de las glicoproteinas en el grupo B de ovejas de diestro,
que al recolectar, los embriones atravesaban por esta fase, probablemente colaborando a
mejorar la calidad de los embriones que se encontraban en ese momento en el oviducto. Ya
que la mayor parte de las glicoproteínas especificas del oviducto tienen su origen en las
células secretoras no-ciliadas del epitelio oviductual (Aguilar, J., Reyley, M., 2005). Las
proteínas oviductuales muestran un efecto embriotrópico, mediante la mejora de la división y
la formación del blastocito (McCauley et al., 2003).
La disminución de la cantidad de estructuras recolectadas en las hembras en estro, también
pudo influir el hallazgo de pus e inflamación alrededor del lugar donde fueron introducidos los
embriones, causando una respuesta inmunológica local fuerte, lo cual pudo destruir los
embriones trasferidos.
La sobre manipulación de tracto reproductivo, y la posterior inflamación, podría disminuir,
utilizando hembras que hayan tenido una gestación previa porque de ser así el ligamento
craneal del útero es más flexible, permitiendo una fácil manipulación del tracto reproductivo a
lo cual Lazzari et al., 2009, reporta como ideal.
Los embriones perdidos en las ovejas del grupo de diestro se pudo ocasionar en los
momentos previos de la recolección debido a que las hembras están entrando al proestro y
el E2 empezaba a aumentar activando una respuesta inmune local, ocasionando la posible
destrucción de algunos embriones.
Durante la investigación de Prather et al., 1987 sacrificaron las ovejas y recolectaron los
oviductos, a su vez los embriones se encontraban en agar, lo cual se podría utilizar para
garantizar la recolección de todas las estructuras, aunque imposibilitaría la utilización de las
ovejas nuevamente, por lo cual el presente estudio utilizo el lavado de los embriones,
aunque los resultados de recolección no fueron los esperados se puede mejorar a técnica de
lavado para recolectar la mayor cantidad de estructuras, o la remoción de lo oviductos
quirúrgicamente, sin embargo también imposibilitaría la reutilización de la oveja, pero
preservaría la vida de la misma llevando a la practica el discurso bioético.
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Al mismo tiempo, este estudio confirmo que los oviductos ovinos son capaces de sostener el
desarrollo de embriones bovinos, madurándolos de forma satisfactoria y optima, como lo
afirma Rizos et al., en el 2010, y los blastocitos del cultivo in vivo, son de mejor calidad
comparados con los cultivos in vitro. Se encontraron diferencias con respecto a los
resultados de diferentes autores quienes realizaron cultivos in vitro. A nivel de de embriones
congelables, se encontró que Galli y Lazzari, 1993 tuvieron un 7% de embriones cultivados
in vivo, y un 11.6% de embriones cultivados in vitro. En el presente estudio, se encontraron
4.76%, teniendo resultados por debajo de obtenidos por los autores previamente
mencionados. A su vez Galli y Lazzari, 1993 reportan que los embriones producidos in vitro
llegan al estadio de blastocitos al día séptimo, mientras que los embriones producidos in vivo
llegan a este estadio en el día sexto, el presente estudio encontró que los embriones del
grupo A, llegaron a estadio de mórula compacta, mientras que los embriones del grupo B, se
encontraron en blastocito inicial y blastocito expandido siendo recolectados al día sexto de
desarrollo y quinto de cultivo, teniendo en cuenta estos resultados se puede inferir que los
embriones cultivados en oviductos ovinos en diestro llegan a estadio de blastocito más
rápido que los embriones cultivados in vitro y en oviductos ovinos en estro.
Hardy et al., 1989, en M. Yuan Yang, R. Rajamahendran, 2002 reportan que los embriones
producidos in vitro pueden detener su desarrollo degeneración, esto también se puedo
evidenciar en el presente estudio donde un hubo 16% de embriones degenerados en ambos
grupos.
El costo de un embrión in vivo de este proyecto fue de $108.015 mcte, mientras que la
producción de los embriones in vitro en Vitrogen Colombia es de $120.000 mcte, siendo
9.9% más costosa la producción in vitro, produciendo embriones únicamente para
trasferencia en fresco, mientras los producidos in vivo, son de calidad superior, y presentan
la posibilidad de congelarse.
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6. CONCLUSIONES

Se confirmo que la utilización del oviducto ovino es capaz de sostener y madurar
satisfactoriamente los embriones bovinos.
Aunque estadísticamente no hubo influencia significativa del periodo estral de los oviductos
ovinos utilizados en cultivo in vivo de embriones bovinos con respecto a la calidad de los
mismos, cuantitativamente y cualitativamente los embriones recolectados de hembras ovinas
en fase luteal fueron superiores. La utilización de oviductos de hembras ovinas en la
producción de embriones ovinos de buena calidad es una manera “practica” para la
maduración de estos, siempre y cuando la técnica quirúrgica se encuentre estandarizada.
Realizando la comparación del presente trabajo in vivo con resultados de cultivos in vitro, la
cantidad embrionaria fue superior en el cultivo in vitro, aunque la calidad de los mismo es
mejor in vivo. Aunque la degeneración embrionaria no disminuyo en ninguno de los tipos de
cultivo
La fase luteal madura más rápidamente los embriones, llegando a blastocito inicial y
expandido en el día seis en nuestro estudio.
Los embriones producidos in vivo, son más económicos y de calidad superior comparados
con los embriones producidos in vitro.
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7. RECOMENDACIONES
Se considera de mayor viabilidad poner los embriones durante la fase luteal, donde se
encontrara un aumento de P4, y una disminución de E2, lo cual ayudara a mantener los
embriones en el oviducto hasta el momento de su recolección.
Para mejorar los resultados lo ideal sería realizar ligadura de los oviductos para mantener los
embriones localizados, además que si se permite que los embriones viajen al útero el
desarrollo es significativamente reducido (Rizos et al., 2010) y de ser posible utilizar cilindros
de agar como los establecidos por Willadsen 1982, de esta manera recolectar y evaluar el
total de los embriones colocados.
Se recomienda utilizar ovejas que hayan tenido gestaciones, de esta manera el tracto
reproductivo se hace más manejable y la manipulación disminuye y también la inflamación
que esta produce.
Se plantea la posibilidad de realizar las investigaciones con ovejas controladas de manera
que se maneje un estatus sanitario superior, y la cirugía se realice con medidas extremas de
bioseguridad.
Como otra opción posible está la de retirar los oviductos, la cual garantiza la extracción
completa de las estructuras, sin embargo tiene el inconveniente de anular la capacidad
incubadora y reproductiva de la oveja.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO 1

9.1.1 Planteamiento del problema

La biotecnología se ha considerado una herramienta que permite la evaluación del potencial
animal, la cual va conjugada con la evolución de tecnologías e instrumentos que permiten
perfeccionar las técnicas tanto de laboratorio como de campo, haciendo más competitiva la
ganadería Colombiana.
La maduración de oocitos y la fertilización in vitro (IVF) ofrecen notables ventajas en cuanto
a la capacidad de incrementar el número de animales con un mayor valor comercial y
genético a corto tiempo, permitiendo a los ganaderos suplir las necesidades comerciales y
del país.
Por otra parte los altos costos de la biotecnología netamente in vitro, hace que no sea
asequible para todos los productores, es por eso que se desea establecer parámetros de
costos alternativos brindando la posibilidad de utilizar esta herramienta de mejoramiento
genético.
Las condiciones de cultivo in vitro influencian significativamente el desarrollo embrionario, los
cuales en ocasiones son responsables de su disminuida calidad, si se comparan con los
embriones producidos in vivo (López et al., 2007).
La ausencia del oviducto puede comprometer la capacidad de desarrollo de los embriones
bovinos bajo condiciones de cultivos in vitro. Los oviductos de varias especies de mamíferos,
incluyendo los conejos, vacas, ovejas (in situ), y ratones (el cultivo de órganos), pueden
sostener el inicio del desarrollo de los embriones bovinos y la producción de blastocitos de
mejor calidad comparadas con las de condiciones de cultivos in vitro tal como afirma Rizos et
al (2010).
Por este motivo es necesario centralizar esfuerzos para lograr estandarizar el procedimiento
de cultivo embrionario acercándose al microambiente oviductual, como lo permite la
utilización de cultivos in vivo, en oviductos ovinos. Es por eso que el presente estudio tiene
como intención demostrar si existen diferencias significativas en la utilización de oviductos
ovinos en diferentes estadios del ciclo estral, en la calidad de los blastocitos bovinos
producidos en cultivos in vivo, con el fin de aportar nuevas alternativas, que lleven a lograr
embriones de mejor calidad con situaciones cada vez mejor establecidas.
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9.2 ANEXO 2
9.2.1 Cronograma de actividades
Tabla 10. Cronograma de actividades
ACTIVIDADES
Revisión de
Literatura
Diseño del proyecto

Meses
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
x x x x x x x x x x

x

x

x

x

x

x

x

x x x
Días
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sincronización
hembras ovinas
grupo "Luteal"
Aplicar 2 ml de
prostaglandina F2α
Detectar celo
Sincronización
hembras ovinas
x
grupo "Estro"
Colocar Implante
x
Retirar Implante
Colección de
Ovarios de matadero
hembras donantes.
Aspiración folicular
Fertilización in vitro
Cultivo in vitro
Transferencia
Embriones 2 células
Recuperación y
evaluación
embriones
Semanas
Análisis Estadístico
Informe final
Elaboración Artículo
publicable.

x
x
x

x
x
x
x
x

x
x

x

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
x x x x x
x x x x x
x
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9.3 ANEXO 3
9.3.1 Presupuesto
Tabla 11. Presupuesto OPU

Producto
Aguja 18 1/2

Aguja 18 1/2

OPU
Por animal
Valor
Presentación
(Vr)
pesos
$
Caja x 100
10,200
Caja x 100
unid

Alcohol 70% Galón

Alcohol 70% Galón

Valor
present*

Vr
Unid

5.37 USD

0.0537
USD

1

0.05
USD

$
10,200

5.37 USD

0.0537
USD

1

0.05
USD

$
15,000

7.89 USD

0.0021
USD

2

0.00
USD

$
15,000
$
1,600

Bolsa de
basura

Paq x 12 unid

Cinta
enmascarar
(metros)

48 mm - 24
mm

Corta uñas
(arreglo
cateter)

Unidad

$
12,000

Filtro
búsqueda
oocitos wta

Unidad

$
20,000

Gorro
desechable

Caja x 50

$
13,100

Guante
esteril
Papel de
campo

Caja x 100
Paq x 150
unid

$
5,000

$
14,200
$
5,000

0.0021
USD
0.0702
0.84 USD
USD
7.89 USD

Can Vr
t**. Dosis

20
1

1

1.43
USD

6.3158
USD

0

0.06
USD

10.53 10.526
USD 3 USD

0

3.51
USD

0.1379
USD

1

0.14
USD

6.89 USD

0.0747
USD
0.0175
2.63 USD
USD
7.47 USD
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1
3

Esta aguja es del
aspirador
Esta aguja es del
buscador se calcula
1 por cada 10
animales
Calcula
aproximadamente 2
cc por cada
paciente, puede
variar dependiendo
del uso

0.04
USD
0.07
USD

2.6316
2.63 USD
USD

6.32 USD

Observación

Cantidad
aproximada de
centímetros a ser
usada por paciente
Se calcula 1 corta
uñas para cada 100
agujas que se
corrigen
Se calcula
reutilización del
filtro en 3 ocasiones
(puede ser mayor).

0.07
USD
0.05 Se estima un uso
USD de 3 hojas por vaca

76

en la aspiracion

$
Jeringa 20 ml Caja x 50 unid
19,500

10.26 0.2053
USD
USD

1

Se calcula que el
0.21 buscador cambia la
USD
jeringa cada 10
animales
Se calcula que el
0.21 veterinario cambia
USD la jeringa cada 5
animales

Caja x 100
unid

$
20,000

10.53 0.1053
USD
USD

2

PLACAS 60
mm (CAJA
Caja x 500
DE PETRI) - unid
CORNING

$
990,00
0

521.05 0.5211
USD
USD

2

1.04
USD

0.5526
USD

0

Se calcula que el
buscador cambia
0.05
las polainas por
USD
aspiración cada 10
animales

33.95 0.0679
USD
USD

3

0.20
USD

0.0230
USD

2

0.04
USD

236.84 0.4737
USD
USD

1

0.47
USD

Dosis en ml.
Cultivos largos

0.0009
100
USD

0.09
USD

Dosis en ml.

Jeringa 5 ml.

Polainas
desechables

12 pares

Puntas
amarillas 20200 ul (tips)
axygen

Caja x 500
unid

$
64,500

Rollo de
papel

Rollo x 80
hojas

$
3,500

Suero fetal
bovino microgen

$
Frasco 500 ml 450,00
0

Suero
fisiológico
(solución
cloruro de
sodio)

Frasco 500 ml

Tapa bocas
desechable

Caja x 50

Tubos tpp 50 Caja x 500
ml.
unid

$
6,300

$
1,800

$
16,600

3.32 USD

1.84 USD

0.95 USD

0.0874
8.74 USD
USD

$
339.47 0.6789
645,00
USD
USD
0
MATERIALES
ASP.
IMPREVISTOS
10%
TOTAL
76

0

Se calcula que el
0.01 buscador cambia el
USD tapabocas cada 10
animales

1

0.68
USD
8.50 USD
0.85 USD
9.35 USD
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MATERIALES

Tabla 12 Presupuesto cirugías
Cirugías de trasferencia y recolección de embriones

Producto

Presentación Vr pesos

Vr present
USD

ROXICAINA con
epinefrina

[ ] 1% Fco
50 ml

USD
3.74

Lidocaina

50 ml

Ketamina

50 ml

Xilacina

100 ml

Heparina

Fco 5
ml(25000 UI)

Jeringas de
insulina

1 ml

Prolene 2 (0)

$ 7,100

USD
5.74
USD
$ 85,000
44.74
USD
$ 95,000
50.00
$ 10,900

Vr
unidad

Cant.

Valor
dosis

3

Almacén de
referencia

Ceba

USD
0.07
USD
0.11
USD
0.89
USD
0.50

USD
0.22
USD
10
1.15
USD
5
4.47
USD
1
0.50
2 USD
4.00
USD
1
0.37

Clinica marly

Ceba
Agrocampo
Chapala

$ 19,000

USD
10.00

$ 700

USD
0.37

USD
2.00
USD
0.37

Caja x 6
(Long. 90
cm)

$ 55,000 USD
28.95

USD
4.82

1 USD
4.82

Ivermedica

Monosyn 3(0)

Caja x 12
Long.70 cm

$ 95,000 USD
50.00

USD
4.17

1 USD
4.17

Ivermedica

Prolene 1

Caja x 12
Long. 75 cm

$ 57,000 USD
30.00

USD
2.50

1 USD
2.50

Produmedic

Sonda foley

3-5 ml
(calibre
8)unidad

$ 2,850 USD
1.50

USD
1.50

1 USD
1.50

Ivermedica

Lactato ringer

1000 ml

$ 2,900

USD
1.53

Venoclisis

Macrogoteo

$ 1,250

Seda negra

Carrete

USD
0.66
USD
$ 5,100
2.68

USD
0.00
USD
0.66
USD
2.68

500 USD
0.76
USD
1
0.66
USD
1
2.68

Caja de petri

Unidad

USD
0.63

USD
0.63

2 USD
1.26

Chapala

Agujas 16g

caja x 100
unidades

$ 18,000 USD
9.47

USD
0.09

1 USD
0.09

Ceba

$ 1,200

77

Locatel

Ceba
Ceba
Ceba
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Sol salina

500 ml

Guantes esteriles

Caja 100
unidades

Campos

Unidad 80 x
80 cm

Batas cx

Unidad

USD
1.68

USD
0.00

2

USD
0.01

Agrocampo

$ 13,456 USD
7.08

USD
0.07

1 USD
0.07

Agrocampo

$ 1,000

USD
0.53
USD
2.02

2 USD
1.05
USD
2
4.04
USD
34.34
USD
3.43
USD
37.77

Ivermedica

$ 3,840

USD
0.53
USD
2.02

$ 3,185

MATERIALES
IMPREVISTOS 10%
TOTAL MATERIALES

Ivemedica

Tabla 13. Protocolo de sincronización
Protocolo de sincronización

Producto

Presentación

Vr
pesos

Esponja de
progesterona
Prostal

20 ml

Novormon 5000
ui

25ml

$
72,000
$
96,000

Vr
Vr
presentación
unidad
USD
USD
USD
37.89
USD
50.53

USD
USD
1.89
USD
2.02

Cantidad

-

MATERIALES
IMPREVISTOS 10%
TOTAL MATERIALES

1
2
2.5

Valor
dosis
USD
USD
3.79
USD
5.05
USD
8.84
USD
0.88
USD
9.73

Almacén de
referencia

IMPLEGAN
IMPLEGAN

Nota: Todos los recursos serán asumidos por los investigadores, con recursos propios.
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9.4 ANEXO 4
9.4.1 Resultados esperados

Tener embriones de mejor calidad después de la recolección de los oviductos en ovejas en
estro. El resultado será mejor en cuanto se obtenga una mayor cantidad y calidad de
embriones aptos para transferencia o para crio preservación.

9.4.2 Impacto Esperado

Evaluar que el grado de desarrollo embrionario la cantidad y calidad embrionaria de
embriones obtenidos in vitro mejora cuando estos son incubados in vivo en el oviducto ovino,
sincronizando en este caso a las hembras ovinas, para tener en cuenta el momento de su
ciclo estral y extraídos 7 días después para su evaluación. Estudios basados en cultivos in
vivo en conejos, ratones, ovejas y huevos embrionados permiten garantizar el desarrollo de
estos embriones para ser transferidos más tarde, logrando reducir costos en el proceso de
incubación y obteniendo un número más alto de embriones transferibles en estadio de
blastocito a hembras receptoras.
Se espera calcular los costos para establecer la posibilidad de volverse rentable para trabajo
de campo.

9.4.3 Potenciales beneficiarios

Se espera que los resultados obtenidos mediante este trabajo beneficien a la comunidad
científica universitaria y nacional, otorgando un pequeño pero importante avance en la
biotecnología.
Así mismo con los resultados se espera disminuir los costos que conlleva la IVF, brindando
una fuente de producción de embriones de alta calidad, que sea más exequible para los
ganaderos.

79

